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 ﭼﻜﯿﺪه 
دارای  ھﺎی زﺋﻮﻧﻮز و ﺗﻮﮐﺴﻮﭘﻼﺳﻤﻮز ﯾﮑﯽ از ﺑﯿﻤﺎری ﻣﻘﺪﻣﮫ:
 ﺎﻟﯿﻨﯽ و دامـﺟﮭﺎن ﺑﻮده ﮐﮫ اﺛﺮات ﺷﺪﯾﺪ ﺑ اﻧﺘﺸﺎر وﺳﯿﻊ در
ﮐﻨﺪ. اﯾﻦ اﻧﮕﻞ داﺧﻞ ﺳﻠﻮﻟﯽ ﭘﺰﺷﮑﯽ ﻋﺪﯾﺪه ای را اﯾﺠﺎد ﻣﯽ
ھﺎی ﭼﺸﻤﯽ در اﻓﺮاد دارای ﺿﻌﻒ  ﺑﺎﻋﺚ ﻋﻮارض ﻋﺼﺒﯽ و ﺑﯿﻤﺎری
ﻧﻮزادان ﻣﺘﻮﻟﺪ از ﻣﺎدران آﻟﻮده ﻣﯽ ﺷﻮد. ﺑﺮوز  و اﯾﻤﻨﯽ
ﻣﻮارد زﯾﺎد ﺑﯿﻤﺎری ھﻤﺮاه ﺑﺎ ﻋﻮارض ﺷﺪﯾﺪ و ﮐﺸﻨﺪه 
ﺮورت ﯾﺎﻓﺘﻦ واﮐﺴﻦ ﻣﺆﺛﺮی ﺑﺮای اﯾﻦ ﺑﯿﻤﺎری را ﺗﻮﮐﺴﻮﭘﻼﺳﻤﻮز ﺿ
 ھﺎی ﮐﻨﺘﺮل ﺑﯿﻤﺎری ﺗﺮﯾﻦ راه ﻣﮭﻢ ﻧﺸﺎن ﻣﯽ دھﺪ. ﯾﮑﯽ از
ﻋﻠﯿﮫ اﯾﻦ اﻧﮕﻞ  ﻣﺆﺛﺮ ﯽواﮐﺴﯿﻨﺎﺳﯿﻮن اﺳﺖ ﮐﮫ  ﺗﺎﮐﻨﻮن واﮐﺴﻨ
ﭘﯿﺪا ﻧﺸﺪه اﺳﺖ. ﺑﺎ ﻋﻨﺎﯾﺖ ﺑﮫ زﺋﻮﻧﻮز ﺑﻮدن ﺑﯿﻤﺎری در ﺟﮭﺎن، 
ﺧﺎم  ھﺎی ﻣﺼﺮف ﮔﻮﺷﺖ ھﺎی آﻟﻮدﮔﯽ اﻧﺴﺎن ﺗﺮﯾﻦ راه ﯾﮑﯽ از ﻣﮭﻢ
اﺳﺘﻔﺎده از  ،ھﻤﯿﻦ اﺳﺎس ﺑﺮ اﺳﺖ. ﺣﺎوی اﻧﮕﻞ ﯾﺎ ﻧﯿﻢ ﭘﺰ
ﺗﻮاﻧﺪ ﺑﺎﻋﺚ ﺗﺤﺮﯾﮏ اﯾﻤﻨﯽ ﺣﯿﻮان واﮐﺴﻦ ﻣﻨﺎﺳﺐ ﺣﯿﻮاﻧﯽ ﻧﯿﺰ ﻣﯽ
آن در ﻣﻘﺎﺑﻞ ﺗﻮﻟﯿﺪ ﮐﯿﺴﺖ در ﺑﺪن ﻣﺤﺎﻓﻈﺖ ﻧﻤﺎﯾﺪ.  از ﺷﺪه و
ﺑﺎ ﺗﻮﺟﮫ ﺑﮫ ﺷﯿﻮع وﺳﯿﻊ اﯾﻦ اﻧﮕﻞ داﺧﻞ ﺳﻠﻮﻟﯽ در اﻧﺴﺎن و 
ھﺎی ﺟﺪﯾﺪ  ﮐﺴﻦوا ﻟﯿﺪﺗﻮ ،ﺣﯿﻮاﻧﺎت و اﺛﺮات ﺷﺪﯾﺪ و ﮐﺸﻨﺪه آن
ﺳﺎزی ﺑﺎ ﭘﻼﺳﻤﯿﺪ  ﯾﺎﺑﺪ. اﯾﻤﻦﺑﺮ ﻋﻠﯿﮫ اﯾﻦ ﺑﯿﻤﺎری ﺿﺮورت ﻣﯽ
ﺣﺎوی ژن ھﺎی ﮐﺪﮐﻨﻨﺪه ﭘﺮوﺗﺌﯿﻦ ھﺎی ﻣﺤﺎﻓﻈﺖ ﮐﻨﻨﺪه، ﺑﮫ ﻋﻨﻮان 
ھﺎی ﺳﺎﺧﺖ اﻣﯿﺪ ﺑﺨﺶ از ﺗﮑﻨﯿﮏ یﻧﺴﺒﺘﺎК اﺑﺪاﻋﯽ و راھﮑﺎر ﯽروﺷ
آﯾﺪ. ﺑﮫ ھﻤﯿﻦ دﻟﯿﻞ ﭘﻼﺳﻤﯿﺪ ﮐﺪﮐﻨﻨﺪه ژن واﮐﺴﻦ ﺑﮫ ﺷﻤﺎر ﻣﯽ
از آن ﺑﺮای ﺳﺎﺧﺖ واﮐﺴﻦ ﺑﺮ ﻋﻠﯿﮫ را ﺗﮭﯿﮫ ﺗﺎ ﺑﺘﻮان  ARG5
 اﯾﻦ ﻋﻔﻮﻧﺖ اﺳﺘﻔﺎده ﻧﻤﻮد.
ﺑﺎ اﺳﺘﻔﺎده از  5ARGژن  ،در اﯾﻦ ﺗﺤﻘﯿﻖ :ھﺎ ﻣﻮاد و روش
 ﮐﻠﻮن و ﭘﺲ از آن در R75ZTpدر ﭘﻼﺳﻤﯿﺪ اﻧﺘﻘﺎﻟﯽ  RCPروش 
ﺗﺮاﻧﺴﻔﻮرم ﺷﺪ. ﺳﭙﺲ ﭘﻼﺳﻤﯿﺪ  01POTﺑﺎﮐﺘﺮی اﺷﺮﺷﯿﺎﮐﻠﯽ ﺳﻮش 
ﻧﻮﺗﺮﻛﯿﺐ از ﺑﺎﮐﺘﺮی ﻣﯿﺰﺑﺎن اﺳﺘﺨﺮاج و ژن ھﺪف ﺑﺎ اﺳﺘﻔﺎده 
ﺟﺪا ﮔﺮدﯾﺪ. در R75ZTp از ﭘﻼﺳﻤﯿﺪ  IRocEو 3dniHھﺎی  از آﻧﺰﯾﻢ
و اﻧﺠﺎم  5ARGﺑﺮای ﭘﺬﯾﺮش ﻗﻄﻌﮫ  3ANDcpﻣﺮﺣﻠﮫ ﺑﻌﺪ ﭘﻼﺳﻤﯿﺪ 
ﺑﺮش داده ﺷﺪ و ژن  IRocEو  3dniHھﺎی  ﮐﻠﻮﻧﯿﻨﮓ ﻧﯿﺰ ﺑﺎ آﻧﺰﯾﻢ
ﮐﻠﻮن ﺷﺪ. ﻣﺤﺼﻮل واﮐﻨﺶ اﺗﺼﺎل ﺳﺎب  3ANDcpدرون ﭘﻼﺳﻤﯿﺪ  5ARG
ﺳﯿﻠﯿﻦ ﺣﺎوی آﻣﭙﯽ BLﻓﻮق ﺗﺮاﻧﺴﻔﻮرم و در ﻣﺤﯿﻂ  در ﺑﺎﮐﺘﺮی
ﺑﺎ اﺳﺘﻔﺎده از  5ARGcpﭘﻼﺳﻤﯿﺪھﺎي ﻧﻮﺗﺮﮐﯿﺐ  .ﮐﺸﺖ داده ﺷﺪ
در ﻣﺮﺣﻠﮫ ﺑﻌﺪ در  ﮐﯿﺖ اﺳﺘﺨﺮاج ﭘﻼﺳﻤﯿﺪ، از ﺑﺎﮐﺘﺮی ﺗﺨﻠﯿﺺ و
.elif FDP siht etaerc ot desu saw FDPavon fo noisrev noitaulave nA
.eciton siht tuohtiw selif FDP etareneg ot esnecil a esahcruP
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 ﻣﻘﺪﻣﮫ 
ﺗﻮﻛﺴﻮﭘﻼﺳﻤﻮزﯾﺲ ﺗﻮﺳﻂ ﺗﻚ 
اي اﻧﮕﻠﻲ ﺑﮫ ﻧﺎم  ﯾﺎﺧﺘﮫ
 amsalpoxoT(اي ﺗﻮﻛﺴﻮﭘﻼﺳﻤﺎ ﮔﻮﻧﺪ
ﮔﺴﺘﺮش  ﺷﺪه ﮐﮫاﯾﺠﺎد   )iidnog
اﯾﻦ  .(9)،ﺟﮭﺎﻧﻲ دارد
ﺑﯿﻤﺎری ﺑﮫ ﻋﻠﺖ ﻋﻔﻮﻧﺖ 
ﻣﺎدرزادی و ﺳﻘﻂ ﺟﻨﯿﻦ در 
اﻧﺴﺎن و ﺣﯿﻮاﻧﺎت اھﻠﯽ 
 دارای اھﻤﯿﺖ ﭘﺰﺷﮑﯽ و دام
. (9)،ﭘﺰﺷﮑﯽ اﺳﺖ
ﺗﻮﻛﺴﻮﭘﻼﺳﻤﻮزﯾﺲ اﺛﺮات 
ﻣﺘﻔﺎوﺗﻲ در ﻣﯿﺰﺑﺎن اﯾﺠﺎد 
ﻛﻨﺪ. در اﻓﺮاد دﭼﺎر ﺿﻌﻒ  ﻣﻲ
ﺳﯿﺴﺘﻢ اﯾﻤﻨﻲ ﻣﺜﻞ اﻓﺮاد 
ھﺎي   ﻣﺒﺘﻼ ﺑﮫ اﯾﺪز، ﮔﯿﺮﻧﺪه
ﭘﯿﻮﻧﺪ ﻋﻀﻮ و ﺑﯿﻤﺎران 
ھﺎي  ﺳﺮﻃﺎﻧﻲ ﺑﺎﻋﺚ ﺑﯿﻤﺎري
ﺷﺪﯾﺪ و ﻣﺮگ و ﻣﯿﺮ 
ﺑﯿﻤﺎري ﺑﺎ  اﯾﻦ .(01)،ﺷﻮد ﻣﻲ
ﻛﻮري، ﺗﻮرم  ﻛﻮرﯾﻮرﺗﯿﻨﯿﺖ،
آﻧﺴﻔﺎﻟﯿﺖ و  ي،ﻏﺪد ﻟﻨﻔﺎو
. (11)،ﯾﺎ ﻣﺮگ ھﻤﺮاه اﺳﺖ
 ،ﺗﻮﻛﺴﻮﭘﻼﺳﻤﻮزﯾﺲ ﻣﺎدرزادي
ﻛﮫ ﺣﺎﺻﻞ ﻋﺒﻮر اﻧﮕﻞ از ﺟﻔﺖ 
در ھﻨﮕﺎم آﻟﻮدﮔﻲ اوﻟﯿﮫ 
ﺗﻮاﻧﺪ ﺑﺎﻋﺚ  ﻣﺎدري اﺳﺖ، ﻣﻲ
ﺳﻘﻂ ﺟﻨﯿﻦ، ﻣﺮگ ﺟﻨﯿﻦ در 
ھﺎي ﺷﺪﯾﺪ  رﺣﻢ ﯾﺎ ﻧﻘﺺ
 ﻧﻈﯿﺮﻣﺎدرزادي 
ﻣﺎﻧﺪﮔﻲ  ﻋﻘﺐو ھﯿﺪروﺳﻔﺎﻟﻲ، 
ذھﻨﻲ ﯾﺎ ﻛﻮرﯾﻮرﺗﯿﻨﯿﺖ 
   (21).ﮔﺮدد
 ﻧﻮﻋﯽ ﺗﻮﮐﺴﻮﭘﻼﺳﻤﻮز
و ﺑﻮده  ﺑﯿﻤﺎری زﺋﻮﻧﻮز
ﻣﺆﺛﺮ  ﯽداﺷﺘﻦ واﮐﺴﻨ
از ﺗﻮاﻧﺪ اﺛﺮات ﻣﻔﯿﺪی  ﻣﯽ
ﭘﺰﺷﮑﯽ در  ﭘﺰﺷﮑﯽ و دام ﻧﻈﺮ
ﭘﯽ داﺷﺘﮫ ﺑﺎﺷﺪ. واﮐﺴﻦ 
ﻣﺆﺛﺮ اﻧﺴﺎﻧﯽ ﺑﺎﯾﺴﺘﯽ در 
ﻣﺮﺣﻠﮫ اول ﻋﻼوه ﺑﺮ ﮐﺎھﺶ 
ﻣﻮارد اﺑﺘﻼ و ﻣﺮگ ﻧﺎﺷﯽ از 
ﺑﯿﻤﺎری ﺑﺘﻮاﻧﺪ ﻧﺴﺒﺖ ﺑﮫ 
ﮐﺎھﺶ ﺑﺎر ﺑﯿﻤﺎری در ﻣﻮارد 
ی ﮐﮫ ﻧﯿﺎز ﺑﮫ ﻣﺰﻣﻦ ﺑﯿﻤﺎر
ﻣﺮاﻗﺒﺖ ﻃﻮﻻﻧﯽ دارﻧﺪ 
ﮔﺬار ﺑﻮده و از ﻧﻈﺮ  ﺗﺄﺛﯿﺮ
ﺑﮫ ﺻﺮﻓﮫ ﻧﯿﺰ اﻗﺘﺼﺎدی 
ال  ﺑﺎﺷﺪ. واﮐﺴﻦ اﯾﺪه
ﺣﯿﻮاﻧﯽ دارای ﻣﻨﺎﻓﻊ 
ﻣﺘﻌﺪدی از ﺟﻤﻠﮫ اﻓﺰاﯾﺶ 
ﻗﺪرت ﺗﻮﻟﯿﺪ ﻣﺜﻞ و ﮐﺎھﺶ 
ﺧﻄﺮات ﺑﮭﺪاﺷﺘﯽ ﺑﺮای ﻣﺼﺮف 
ھﺎی ﻣﺸﮑﻮک   ﮐﻨﻨﺪﮔﺎن ﮔﻮﺷﺖ
 ،ﺳﺎل 05ﺑﺮای ﻣﺪت . ﻣﯽ ﺑﺎﺷﺪ
ھﺎی ﺧﺎم ﺑﮫ ﻋﻨﻮان  ژن  ﻧﺘﯽآ
واﮐﺴﻦ ﺑﺮ ﻋﻠﯿﮫ 
ﺗﻮﮐﺴﻮﭘﻼﺳﻤﻮز ﻣﻮرد آزﻣﺎﯾﺶ 
ﮐﮫ  اﻧﺪﻗﺮار ﮔﺮﻓﺘﮫ 
ﻣﻄﺎﻟﻌﺎت روی ﮐﺎراﯾﯽ زﯾﺮ 
واﺣﺪھﺎی ﺧﺎﻟﺺ ﯾﺎ ﺗﺮﮐﯿﺒﯽ 
ﺳﺎل  02ﺗﺎ  01ﺟﺪﯾﺪ ﺣﺪود 
-busھﺎی  ﺳﺎﺑﻘﮫ دارد. واﮐﺴﻦ
 اﻣﺘﯿﺎزدارای اﯾﻦ  tinu
 ﻧﺘﯽآﺑﺎ ﺣﻀﻮر  ﮐﮫ  ھﺴﺘﻨﺪ
ﺑﺪون  وھﺎی اﯾﻤﻨﻮژﻧﯿﮏ   ژن 
 ھﺎی  ژن ﯽﻧﺘآاﺿﺎﻓﮫ ﻧﻤﻮدن 
ﮐﻨﻨﺪه ﻏﯿﺮ ﻣﺮﺗﺒﻂ اﯾﺠﺎد
ﺎ ﺑھﻤﺮاه زا  ھﺎی ﺗﺐ  ﭘﺎﺳﺦ
ﺑﺎﻋﺚ ﺗﺤﺮﯾﮏ ﭘﺎﺳﺦ اﯾﻤﻨﯽ، 
ﺪ. ﻧﺷﻮﻣﯽ ﺳﯿﺴﺘﻢ اﯾﻤﻨﯽ 
دارای ﭘﺎﺳﺦ  ھﺎی  ژن ﻧﺘﯽآ
ھﺎی ﻣﺤﺪود اﯾﻤﻨﯽ را ﻣﯽ 
ﻏﯿﺮ ﻃﺒﯿﻌﯽ ﺗﻮان ﺑﺎ ﻣﻮاد 
ﺑﮫ  اﯾﻦ اﺟﺰاء .ﻧﻤﻮد ﺗﻘﻮﯾﺖ
 )ﯾﺎور(ھﺎی ﺻﻮرت ادﺟﻮﻧﺖ
ﻣﻨﺎﺳﺐ ﺑﻮده و ﺑﺎﻋﺚ ارﺗﻘﺎی 
 .ﺷﻮد ﮐﺎراﯾﯽ واﮐﺴﻦ ﻣﯽ
  ژن ﻧﺘﯽآ( 1GASﻮﻻК)ــــﻣﻌﻤ 
زوﺋﯿﺖ  ﺎی ﺳﻄﺤﯽ ﺗﺎﮐﯽــــھ
 gAﺗﺮﯾﻦ   ﺑﮫ ﻋﻨﻮان ﻣﻌﻤﻮل
ﮐﮫ ﺑﮫ  ھﺴﺘﻨﺪﻣﻮرد ﺑﺮرﺳﯽ 
ژن ﻧﻮﺗﺮﮐﯿﺐ  ﻧﺘﯽآﺻﻮرت 
 .اﺳﺖ اﻧﺪ اﺳﺘﻔﺎده ﺷﺪه
ﺎی ﺟﺪﯾﺪ ﺑﺮای ـــﮐﺎﻧﺪﯾﺪھ
آﻧﺘﯽ ژن واﮐﺴﻦ ﺎﺧﺖ ــــﺳ
، 1ARG  ،2POR، 1POR ھﺎی
، 07PSH، 5ARG، 4ARG، 2ARG
 42P، 45P، 1SRS، 3GAS، 2GAS
ﮔﺮوه آﻧﺘﯽ ژن  .ﺑﺎﺷﻨﺪ ﻣﯽ
 ﯽ ازﺋﺟﺰ ARGھﺎی ﺗﺮﺷﺤﯽ ﯾﺎ 
ژن ھﺎی ھﺴﺘﮫ ای ﺑﻮده و 
ھﺴﺘﮫ ای ﮐﺪ ﻣﯽ  ANDﺗﻮﺳﻂ 
 5ARG ھﺎ ﺑﯿﻦ آن از ﺷﻮﻧﺪ.
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ژن  ﻧﺘﯽآﻋﻨﻮان ﯾﮑﯽ از ﮫ ﺑ
ھﺎی ﻣﮭﻢ ﺗﻮﮐﺴﻮﭘﻼﺳﻤﺎ در  
ﻣﺮاﺣﻞ ﻣﺨﺘﻠﻒ ﺳﯿﮑﻞ زﻧﺪﮔﯽ 
ﻻزم ﺑﮫ  .ﻣﯽ ﺷﻮد ﺗﺮﺷﺢاﻧﮕﻞ 
  ﺗﺴﺖ ذﮐﺮ اﺳﺖ ﮐﮫ اﯾﻦ ژن در
ﻧﯿﺰ ﮐﺎرﺑﺮد  اﻻﯾﺰاﺗﺸﺨﯿﺼﯽ 
ﭼﻨﺎﻧﭽﮫ ﺑﺎ  و ﻓﺮاواﻧﯽ دارد
ﺗﮭﯿﮫ ژن ﮐﺎﻣﻞ و اﺳﺘﻔﺎده 
 ،ھﺎی ﻣﺨﺘﻠﻒ از اﺟﻮدﻧﺖ
ﺧﺎﺻﯿﺖ اﯾﻤﻨﯽ زاﯾﯽ آن 
ﺗﻮان ﺑﮫ  ﻣﯽ ،ﺑﺮرﺳﯽ ﺷﻮد
ﻣﻮﺛﺮ ﺑﺮ ﻋﻠﯿﮫ  ﯽﺗﮭﯿﮫ واﮐﺴﻨ
ﺗﻮﮐﺴﻮ ﭘﻼﺳﻤﻮز اﻣﯿﺪوار 
  (31).ﺑﻮد
ھﺪف از اﯾﻦ ﻣﻄﺎﻟﻌﮫ، 
در  5ARG ﻛﻠﻮن ﻛﺮدن ﻗﻄﻌﮫ 
ﻮت ـــﻮﻛﺎرﯾـــﭘﻼﺳﻤﯿﺪﯾ
و  3ANDcpﺎﻧﻲ ـــــــﺑﯿ
ﺗﺮاﻧﺴﻔﻮرم اﯾﻦ ﭘﻼﺳﻤﯿﺪ 
ﺳﻮش  ilocEدر ﺑﺎﻛﺘﺮي  ﻧﻮﺗﺮﻛﯿﺐ
از . 5ARG اﺳﺖﺑﻮده  01POT
 ھﺎ و ﺗﺎﻛﻲ زوﺋﯿﺖ ﺑﺮادي
ﺮﺷﺢ ــــھﺎ ﺗ ﺖـــزوﺋﯿ 
 5ARGﺟﮭﺖ ﺑﯿﺎن ژن  ﺷﻮﻧﺪ. ﻣﻲ
 در ﺳﻠﻮل ﯾﻮﮐﺎرﯾﻮت و
اﺳﺘﻔﺎده آن در ﺗﮭﯿﮫ 
 ﻮدنـــــﻧﻤواﮐﺴﻦ، ﮐﻠﻮن 
ﮏ ــــدر ﯾ 5ARGژن 
اھﻤﯿﺖ  ﯽﭘﻼﺳﻤﯿﺪﯾﻮﮐﺎرﯾﻮﺗ
اﯾﻦ دﻟﯿﻞ، در  دارد. ﺑﮫ
اﯾﻦ ﻣﻄﺎﻟﻌﮫ از ﭘﻼﺳﻤﯿﺪ 
در ﻧﮭﺎﯾﺖ  اﺳﺘﻔﺎده و 3ANDcp
ﻣﻨﻈﻮر ﺗﺎﯾﯿﺪ ﺑﯿﺎن ﮫ ﺑ
 OHCھﺎی  ﺳﻠﻮل ﺳﻠﻮﻟﯽ از
 egap-SDSﺑﺎ روش  اﺳﺘﻔﺎده و
  ﺗﺎﯾﯿﺪ ﺷﺪ.
                                                                                                             ھﺎ ﻣﻮاد و روش 
 :ﺗﮑﺜﯿﺮ اﻧﮕﻞ ﺗﻮﮐﺴﻮﭘﻼﺳﻤﺎ
ھﺎی ﺗﺎزه و  ﺗﺎﮐﯽ زوﺋﯿﺖ
ﻓﻌﺎل اﻧﮕﻞ ﺗﻮﮐﺴﻮﭘﻼﺳﻤﺎ 
( را ﺑﮫ ﺻﻮرت 2×401ﮔﻮﻧﺪای)
داﺧﻞ ﺻﻔﺎﻗﯽ ﺑﮫ ﻣﻮش ﺳﻮری 
 و ﺑﻌﺪ ازﺗﺰرﯾﻖ ﻧﻤﻮده 
ھﺎ را  روز ﻣﻮش 4- 5ﮔﺬﺷﺖ 
ﻣﻘﺪاری ﺑﺎ ﺗﺰرﯾﻖ ﮐﺸﺘﮫ و 
اﺳﺘﺮﯾﻞ ﺣﺎوی  SBP
ﺳﯿﻠﯿﻦ ﭘﻨﯽ-اﺳﺘﺮﭘﺘﻮﻣﺎﯾﺴﯿﻦ
، اﻧﮕﻞ ﺗﮑﺜﯿﺮ داﺧﻞ ﺻﻔﺎقﮫ ﺑ
ﺮﻧﮓ ـــداﺧﻞ ﺳﮫ ﯾﺎﻓﺘﮫ را ﺑ
     (51،41.)ﻣﯽ ﮐﺸﯿﻢ
 AND() ANDاﺳﺘﺨﺮاج  
ﺟﮭﺖ اﺳﺘﺨﺮاج از  :noitcartxE
 ANDاﺳﺘﺨﺮاج ﮐﯿﺖ 
. ( اﺳﺘﻔﺎده ﺷﺪ)reenoiBﺷﺮﮐﺖ
ﻃﻮر ﮫ ﺑ دﺳﺘﻮراﻟﻌﻤﻞ ﮐﯿﺖ
 :ﺑﺎﺷﺪ ﺧﻼﺻﮫ ﺑﺪﯾﻦ ﺗﺮﺗﯿﺐ ﻣﯽ
ﻣﯿﻜﺮوﻟﯿﺘﺮ)در ﺣﺪود  001
ھﺎي ﺟﺪا ﺷﺪه  ( از ﺳﻠﻮل5701
درون ﯾﻚ  را SBPدر ﺑﺎﻓﺮ 
 002رﯾﺨﺘﮫ و  1/5ccوﯾﺎل 
 02و  LTﻣﯿﮑﺮوﻟﯿﺘﺮ از ﺑﺎﻓﺮ 
 kﻣﯿﮑﺮوﻟﯿﺘﺮ از ﭘﺮوﺗﺌﯿﻨﺎز 
 آن ﺑﮫ را  ﻣﻮﺟﻮد در ﮐﯿﺖ
 1ﻣﺪت ﮫ اﺿﺎﻓﮫ ﮐﺮده و ﺑ
درﺟﮫ ﺳﺎﻧﺘﯿﮕﺮاد  06ﺳﺎﻋﺖ در 
ﻣﺤﺼﻮل  ﻣﯽ ﺷــــﻮد. اﻧﮑﻮﺑﮫ
ﻃﻮر ﮐﺎﻣﻞ ﮫ ﻟﯿﺰ ﺷﺪه را ﺑ
ﺑﮫ ﺳﺘﻮن ھﺎي ﻣﻮﺟﻮد در ﮐﯿﺖ 
 mprﻮده و در دور ـﻣﻨﺘﻘﻞ ﻧﻤ
دﻗﯿﻘﮫ  1ﻣﺪت ﮫ ﺑ 0008
دﻧﺒﺎل آن ﮫ ﺑ و ﺳﺎﻧﺘﺮﯾﻔﯿﻮژ
ﺳﻲ  1/5ﺳﺘﻮن را ﺑﮫ ﯾﮏ ﺗﯿﻮب 
 001ﺳﻲ ﻣﻨﺘﻘﻞ ﻧﻤﻮده و 
را  LEﻣﯿﮑﺮوﻟﯿﺘﺮ از ﻣﺤﻠﻮل 
ﮫ ﺑﮫ ﺳﺘﻮن اﺿﺎﻓﮫ ﮐﺮده و ﺑ
دﻗﯿﻘﮫ در ﺣﺮارت  5ﻣﺪت 
اﻧﮑﻮﺑﮫ ﻧﻤﻮده و در دور 
 دﻗﯿﻘﮫ 1ﻣﺪت ﮫ ﺑ 0008
ﺼﻮل ﻣﺤ ﻧﻤﻮده و ﺳﺎﻧﺘﺮﯾﻔﯿﻮژ
  .ﻣﯽ ﮔﺮددﻧﮕﮭﺪاری  -02 در
ﺑﺮاﺳﺎس  :ﺎﻃﺮاﺣﻲ ﭘﺮاﯾﻤﺮھ
ﺗﻮاﻟﯽ اﺳﺘﺎﻧﺪارد ژن 
ﺎﻣﻞ ــــژن ﮐ ﻛﺪﻛﻨﻨﺪه آﻧﺘﻲ
دﺳﺘﯿﺎﺑﯽ  ﺑﺎ ﺷﻤﺎره 5ARG
 ﭘﺮاﯾﻤﺮھﺎی اﺧﺘﺼﺎ 1.337819UE
 . ﺻﯽ ﻃﺮاﺣﯽ ﮔﺮدﯾﺪ
 )gcgcaaaatgtctgcggtattcgaa(  :drawroF
 )cttcaacggctccttctcattcttaag( :esreveR
دارای  drawroFﭘﺮاﯾﻤﺮ 
و  3dniHآﻧﺰﯾﻤﯽ ﺑﺮش ﺟﺎﯾﮕﺎه 
( و ﭘﺮاﯾﻤﺮ GTAﮐﺪون ﺷﺮوع)
ﺑﺮش ﺟﺎﯾﮕﺎه  دارای esreveR
و  IRocEﺰﯾﻤﯽ ــــــآﻧ
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( اﺳﺖ. )AATﺪون ﺗﻮﻗﻒـــﮐ
ﺮ ﯾﺎﻓﺘﮫ ــــﻌﮫ ﺗﮑﺜﯿــــﻗﻄ
ﺣﺪود  ﺗﻮﺳﻂ ﭘﺮاﯾﻤﺮھﺎی ﻓﻮق
  ﻣﯽ ﺑﺎﺷﺪ. 363 pb
ﺑﺎ  5ARGﺗﻜﺜﯿﺮ ژن 
اﯾﻦ ﺮای اﻧﺠﺎم ـــﺑ :RCPروش
 AND ،ﺮﺣﻠﮫـــــﻣ
از  ﺪهــــﺮاج ﺷـــــاﺳﺘﺨ
ھﺎي  زوﺋﯿﺖ ﺎﻛﻲـﺗ
ي ﺑﮫ اﺗﻮﻛﺴﻮﭘﻼﺳﻤﺎ ﮔﻮﻧﺪ
ﮕﻮ ـــــﻋﻨﻮان اﻟ
ﺮدﯾﺪ ــــــﺎده ﮔــــاﺳﺘﻔ
 52ﻲ ﺑﮫ ﺣﺠﻢ ــــو واﻛﻨﺸ
ﺮ ــــــﻣﯿﻜﺮوﻟﯿﺘ
ﯿﮫ ﺷﺪ. ﺗﺮﮐﯿﺒﺎت و ــــــﺗﮭ
ﺎده ــــاﺳﺘﻔﺮﻧﺎﻣﮫ ــــﺑ
ﺪه در ﺟﺪول ھﺎی ــــــﺷ
 زﯾﺮ آﻣﺪه اﺳﺖ.
 
 ﻧﻮع ﻣﺎده
ﻣﻘﺪار ﺑﺮ ﺣﺴﺐ 
 (lµﻣﯿﮑﺮوﻟﯿﺘﺮ )
 lµ 2l amxim rets
 lµ1 ) lµ / lomp 01( drawrof  remirP
 lµ1 ) lµ / lomp 01( esrever  remirP
 lµ 3 AND  etalpmeT
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در  5ARGﻛﻠﻮﻧﯿﻨﮓ ژن 
ﺑﺎ  :R75ZTp ﭘﻼﺳﻤﯿﺪ 
ﺖ ــــﻔﺎده از ﻛﯿــــــاﺳﺘ
 )tiK gninolC(A/Tﻨﮓ ـــــﻛﻠﻮﻧﯿ
#( و satnemreF )3121kﺷﺮﻛﺖ
در  5ARG دﺳﺘﻮراﻟﻌﻤﻞ آن، ژن
 ﮐﻠﻮن ﮔﺮدﯾﺪ. R75ZTpﭘﻼﺳﻤﯿﺪ 
ﻃﻮر ﺧﻼﺻﮫ ﭘﺲ از رﯾﺨﺘﮫ ﮫ ﺑ
ﮐﮫ در  ،ﺷﺪن ﻣﻮاد ﻣﻮرد ﻧﻈﺮ
آﻣﺪه،  ﺮــــــﺪول زﯾــــﺟ
 0/5ﻣﯿﻜﺮوﺗﯿﻮب در ﯾﻚ 
ﻃﻮر   ﺘﺮي، ﺑﮫـــﻣﯿﻜﺮوﻟﯿ
 22Cﺎﻧﮫ در دﻣﺎي ــﺷﺒ
ﻮل ــــاﻧﻜﻮﺑﮫ ﺷﺪ و ﻣﺤﺼ
ﺎل ﺗﺎ ــــواﻛﻨﺶ اﺗﺼ
 - 02 Cﺪ درــﺮﺣﻠﮫ ﺑﻌــــﻣ
 . ﮔﺮدﯾﺪﺪاري ــــﻧﮕﮭ
 
 ﻣﺎده ﻣﻘﺪار
 X01 reffub noitagil lµ6
 esagil AND4T lµ 1
 T/R75ZTp lµ3
 noitcudorP RCP lµ01
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ﺷﺪه   ﻛﻠﻮن اﻧﺘﻘﺎل ﭘﻼﺳﻤﯿﺪ
 ﺮي ﻣﺴﺘﻌﺪــﺑﮫ ﺑﺎﻛﺘ
ﯾﻚ  :(noitamrofsnarT)01POT
 001ﺣﺎوي  ﺗﯿﻮبﻣﯿﻜﺮو
ﻣﯿﻜﺮوﻟﯿﺘﺮ ﺳﻠﻮل ﻣﺴﺘﻌﺪ 
 را - 07Co ﺪاری ﺷﺪه درــﻧﮕﮭ
ﺑﮫ ﻣﺪت ﻧﯿﻢ ﺳﺎﻋﺖ درون ﯾﺦ 
ﮔﺬاﺷﺘﮫ ﺗﺎ ﺑﮫ دﻣﺎي ﺻﻔﺮ 
ﺗﺎ  5 .درﺟﮫ ﺳﺎﻧﺘﯿﮕﺮاد ﺑﺮﺳﺪ
ﻣﯿﻜﺮوﻟﯿﺘﺮ ﻣﺤﺼﻮل واﻛﻨﺶ  01
اﺿﺎﻓﮫ  ﻣﯿﮑﺮوﺗﯿﻮباﺗﺼﺎل ﺑﮫ 
 و ﺑﮫ آراﻣﻲ ﺑﺎ ھﻢ ﻣﺨﻠﻮط و
دﻗﯿﻘﮫ در ﯾﺦ  03ﺑﮫ ﻣﺪت  ﺳﭙﺲ
در ﻣﺮﺣﻠﮫ ﺑﻌﺪ ﮔﺬاﺷﺘﮫ ﺷﺪ. 
 09ﺑﮫ ﻣﺪت را ﻣﺨﻠﻮط ﻓﻮق 
ﺷﻮك  24Cﺛﺎﻧﯿﮫ در دﻣﺎي 
ﺣﺮارﺗﻲ داده و ﺑﻼﻓﺎﺻﻠﮫ ﺑﮫ 
دﻗﯿﻘﮫ ﺑﺮ روي ﯾﺦ  3- 2ﻣﺪت 
ﺑﺎ اﯾﻦ . دادﯾﻢﻗﺮار 
ﭘﻼﺳﻤﯿﺪ ﻧﻮﺗﺮﮐﯿﺐ  ﺗﮑﻨﯿﮏ،
 005 وارد ﺑﺎﮐﺘﺮی ﻣﯽ ﺷﻮد.
ﻣﺎﯾﻊ  BLﻣﯿﻜﺮوﻟﯿﺘﺮ ﻣﺤﯿﻂ 
ﺑﮫ را ﺑﺪون آﻧﺘﻲ ﺑﯿﻮﺗﯿﻚ 
و ﮐﺮده ﻣﺨﻠﻮط ﻓﻮق اﺿﺎﻓﮫ 
دﻗﯿﻘﮫ در  06ﺑﮫ ﻣﺪت 
 73C ﺷﯿﻜﺮدار در اﻧﻜﻮﺑﺎﺗﻮر
 003ﺣﺪود  .دادﯾﻢﻗﺮار 
دور را ﯿﮑﺮوﻟﯿﺘﺮ از ﻣﺎﯾﻊ ﻣ
ﻣﺎﺑﻘﯽ درون  رﯾﺨﺘﮫ و
ﻗﺪر  آنرا ﻣﯿﮑﺮوﺗﯿﻮپ 
ﮐﻨﯿﻢ ﺗﺎ رﺳﻮب  ﻣﺨﻠﻮط ﻣﯽ
 ( 22)ﺣﻞ ﺷﻮد. ﮐﺎﻣﻼК 
ھﺎي  ﻏﺮﺑﺎل ﻛﺮدن ﻛﻠﻮﻧﻲ 
ﺑﺎﻛﺘﺮي ﺣﺎوي ﭘﻼﺳﻤﯿﺪ 
ﺑﺮاي ﺑﺮرﺳﻲ وﺟﻮد  ﻧﻮﺗﺮﻛﯿﺐ:
 ﮫ ﻣﻮردـــﯾﺎ ﻋﺪم وﺟﻮد ﻗﻄﻌ
ھﺎ در   ﻧﻈﺮ، اﯾﻦ ﺑﺎﻛﺘﺮي
ﺳﯿﻠﯿﻦ،  ﻣﺤﯿﻂ ﮐﺸﺖ ﺣﺎوی آﻣﭙﻲ
- 4ﺮﻣﻮ ــﺑ- 5) lag-Xﺳﻮﺑﺴﺘﺮای 
 D-βاﯾﻨﺪوﻟﯿﻞ-3ﺮو ــﻛﻠ
 GTPIﮔﺎﻻﻛﺘﻮﭘﯿﺮاﻧﻮزﯾﺪ( و 
ﮐﺸﺖ داده  ﺑﮫ روش زﯾﺮ
در زﯾﺮ ھﻮد و ﺷﺮاﯾﻂ . ﺷﺪﻧﺪ
 001- 002اﺳﺘﺮﯾﻞ، ﻣﻘﺪار 
ﻣﯿﻜﺮوﻟﯿﺘﺮ از ﻣﺤﺼﻮل 
ھﺎي ﺗﺮاﻧﺴﻔﻮرم   )ﺳﻠﻮلﺑﺎﻻ
ﺷﺪه( ﺑﮫ ﯾﮏ ﭘﻠﯿﺖ ﺣﺎوی 
و  laG-Xﻮﺗﯿﮏ، ـــآﻧﺘﯽ ﺑﯿ
اﺿﺎﻓﮫ و ﺑﮫ ﻛﻤﻚ ﻣﯿﻠﮫ  GTPI
اي در ﺗﻤﺎم ﻧﻘﺎط ﭘﻠﯿﺖ  ﺷﯿﺸﮫ
ھﺎ ﺑﮫ  ﭘﻠﯿﺖ .ﭘﺨﺶ ﮔﺮدﯾﺪ
ﺳﺎﻋﺖ( در  61-81ﻃﻮر ﺷﺒﺎﻧﮫ)
ﻗﺮار داده  73Cاﻧﮑﻮﺑﺎﺗﻮر 
ﺷﺪ. ﺳﭙﺲ ﺑﮫ ﻣﺪت ﭼﻨﺪﯾﻦ 
ﻗﺮار  4Cﺳﺎﻋﺖ در دﻣﺎي 
ھﺎي  داده ﺷﺪ ﺗﺎ ﻛﻠﻨﻲ
آﺑﻲ)ﮐﻠﻨﯽ ﻓﺎﻗﺪ ﭘﻼﺳﻤﯿﺪ 
 ﺐ( ﯾﺎــﻧﻮﺗﺮﮐﯿ
 
ﺳﻔﯿﺪ)ﮐﻠﻨﯽ ﺣﺎوی ﭘﻼﺳﻤﯿﺪ 
در  ﺪ.ﻧﺷﻮ ﻇﺎھﺮ ﻧﻮﺗﺮﮐﯿﺐ(
ھﺎي   ﻛﻠﻨﻲ ،اﯾﻦ ﻣﺤﯿﻂ ﻛﺸﺖ
ﻓﺎﻗﺪ ﭘﻼﺳﻤﯿﺪ ﻧﻮﺗﺮﻛﯿﺐ ﺑﮫ 
ھﺎي ﺣﺎوي   رﻧﮓ آﺑﻲ و ﻛﻠﻨﻲ
ﭘﻼﺳﻤﯿﺪ ﻧﻮﺗﺮﻛﯿﺐ ﺑﮫ رﻧﮓ 
 (22،71)ﺳﻔﯿﺪ ﺧﻮاھﻨﺪ ﺑﻮد.
                                                                             :ﻛﻠﻮﻧﯿﻨﮓ ھﺎي ﺗﺄﯾﯿﺪ روش
ھﺎي  ﻣﻘﺎﯾﺴﮫ ﭘﻼﺳﻤﯿﺪ
ھﺎي  ﺷﺪه از ﻛﻠﻨﻲ  اﺳﺘﺨﺮاج
ﭘﻼﺳﻤﯿﺪھﺎي  آﺑﻲ و ﺳﻔﯿﺪ:
ﻣﻮﺟﻮد در ﻛﻠﻨﻲ ھﺎي 
ﻋﻠﺖ وﺟﻮد ﻗﻄﻌﮫ ﮫ ﺳﻔﯿﺪ)ﺑ
ﻛﻠﻮن ﺷﺪه در آن( ﺳﻨﮕﯿﻦ ﺗﺮ 
از ﭘﻼﺳﻤﯿﺪھﺎي ﻣﻮﺟﻮد در 
. (61)،ﻛﻠﻨﻲ ھﺎي آﺑﻲ ھﺴﺘﻨﺪ
ﺑﺮاي اﯾﻦ ﻣﻨﻈﻮر ﭘﻼﺳﻤﯿﺪھﺎي 
اﺳﺘﺨﺮاج ﺷﺪه از ﭘﻼﺳﻤﯿﺪ 
ﺑﺮ ﻛﻠﻨﻲ ھﺎي آﺑﻲ و ﺳﻔﯿﺪ 
 درﺻﺪ 1/5روي ژل آﮔﺎروز 
و ﻣﻘﺎﯾﺴﮫ  هﻟﻮد ﺷﺪ
  ﮔﺮدﯾﺪﻧﺪ.
: RCP ynoloCﺗﻜﻨﯿﻚ 
 ﭘﻼﺳﻤﯿﺪھﺎي ﻧﻮﺗﺮﻛﯿﺐ ﻣﻮرد
ﻧﻈﺮ از ﺳﺎﯾﺮ ﭘﻼﺳﻤﯿﺪھﺎ ﺟﺪا 
 52ﺑﮫ ﺣﺠﻢ  RCPﺷﺪ. واﻛﻨﺶ 
ﻣﯿﻜﺮوﻟﯿﺘﺮ ﻣﻄﺎﺑﻖ ﺑﺎ ﺷﺮاﯾﻂ 
.elif FDP siht etaerc ot desu saw FDPavon fo noisrev noitaulave nA
.eciton siht tuohtiw selif FDP etareneg ot esnecil a esahcruP
... ﻓﺎﻃﻤﮫ ﯾﻮﻛﺎرﯾﻮت در ﭘﻼﺳﻤﯿﺪ HR ای ﺳﻮﯾﮫ ﺗﻮﻛﺴﻮﭘﻼﺳﻤﺎ ﮔﻮﻧﺪ 5ARG ﻛﻠﻮﻧﯿﻨﮓ ژن
 ﻏﻔﺎری ﻓﺮ و ھﻤﮑﺎران
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ﺑﺎ  ﻗﺒﻠﯽ ﻣﺬﻛﻮر در ﻗﺴﻤﺖ
ﺎده از ــــاﺳﺘﻔ
 3ھﺎي اﺧﺘﺼﺎﺻﻲ و  ﺮاﯾﻤﺮــــﭘ
 ﻣﯿﻜﺮوﻟﯿﺘﺮ ﭘﻼﺳﻤﯿﺪ اﺳﺘﺨﺮاج
  ﺳﻔﯿﺪ، ﺑﮫھﺎي   ﺷﺪه از ﻛﻠﻨﻲ 
 (22).ﺻﻮرت ﮔﺮﻓﺖﻋﻨﻮان اﻟﮕﻮ 
ﻗﻄﻌﮫ  :ANDﺗﻌﯿﯿﻦ ﺗﻮاﻟﻲ 
 R75ZTpﺷﺪه در ﭘﻼﺳﻤﯿﺪ  ﻛﻠﻮن
ھﺎي  ﺑﺎ اﺳﺘﻔﺎده از ﭘﺮاﯾﻤﺮ
ﺗﻌﯿﯿﻦ ﻋﻤﻮﻣﯽ ﭘﻼﺳﻤﯿﺪ، 
ﻲ و ﺑﺎ ـــــﺗﻮاﻟ
 HRﻮﯾﮫ ـــــﺳ
ﺘﺎﻧﺪارد ـــــاﺳ
اي در  ﺗﻮﻛﺴﻮﭘﻼﺳﻤﺎ ﮔﻮﻧﺪ
در  ﺑﺎﻧﮏ ژﻧﯽ ﻣﻘﺎﯾﺴﮫ ﺷﺪ و
دﺳﺘﯿﺎﺑﯽ ﺑﺎ ﺷﻤﺎره  bantik
 .ﮔﺮدﯾﺪ ﺛﺒﺖ  225105FJ
در  5ARGﻮن ژن ـﻠــﮐ ﺳﺎب
 :3ANDcp ﻤﯿﺪ ﺑﯿﺎﻧﯽــــﭘﻼﺳ
در اﯾﻦ روش وﺟﻮد ﻗﻄﻌﮫ 
ﺧﺎرﺟﻲ در ﻧﺎﻗﻞ ﭘﻼﺳﻤﯿﺪی 
ﺑﺮرﺳﯽ ﻣﯽ ﺷﻮد. ﺑﺮاﺳﺎس 
ھﺎي ﺑﺮش آﻧﺰﯾﻢ ﮐﮫ   ﺟﺎﯾﮕﺎه
در روي ﻧﺎﻗﻞ 
( وﺟﻮد T/R75ZTpﭘﻼﺳﻤﯿﺪی)
دارد، ﻣﻲ ﺗﻮان ﻗﻄﻌﺎت 
از ھﻀﻢ آﻧﺰﯾﻤﻲ را ﺣﺎﺻﻠﮫ 
ﭘﯿﺶ ﺑﯿﻨﻲ ﻧﻤﻮد. ﺑﮫ ھﻤﯿﻦ 
ﭘﻼﺳﻤﯿﺪ ﻧﻮﺗﺮﻛﯿﺐ  ،ﻣﻨﻈﻮر
ھﻤﺰﻣﺎن ﺑﺎ ﻧﺎﻗﻞ 
ﭘﻼﺳﻤﯿﺪی)ﺑﮫ ﻋﻨﻮان ﺷﺎھﺪ( 
 ﯾﺎ دو  ﻂ ﯾﻚـــﺗﻮﺳ
آﻧﺰﯾﻢ ﺑﺮش داده ﺷﺪ. ﺳﭙﺲ 
 ھﺎي آﻧﺰﯾﻢ زده  ﻧﻤﻮﻧﮫ
ھﻤﺮاه ﺑﺎ ﯾﻚ ﻧﺸﺎﻧﮕﺮ وزن 
ﻣﻮﻟﻜﻮﻟﻲ)ﻣﺎرﮐﺮ( 
اﻟﻜﺘﺮوﻓﻮرز ﮔﺮدﯾﺪ و ﻣﻮرد 
 (71).ﺑﺮرﺳﻲ ﻗﺮار ﮔﺮﻓﺖ
ﺑﺮش آﻧﺰﯾﻤﻲ ﭘﻼﺳﻤﯿﺪ 
و ﺟﺪا ﻛﺮدن ﻗﻄﻌﮫ  5ARGTp
ﺑﺮاﺳﺎس دﺳﺘﻮراﻟﻌﻤﻞ : 5ARG
واﻛﻨﺶ  satnemreFﮐﯿﺖ ﺷﺮﮐﺖ 
 52ﺎﻣﻞ ـــآﻧﺰﯾﻤﻲ ﺷ
ﺮوﻟﯿﺘﺮ ﭘﻼﺳﻤﯿﺪ ـــﻣﯿﻜ
 1، 5ARGTpﻧﻮﺗﺮﻛﯿﺐ 
 1 ،IRocEﻣﯿﻜﺮوﻟﯿﺘﺮ آﻧﺰﯾﻢ 
 8، 3dniHﻣﯿﮑﺮوﻟﯿﺘﺮ آﻧﺰﯾﻢ 
 5ﻣﯿﻜﺮوﻟﯿﺘﺮ ﺑﺎﻓﺮ ﺗﺎﻧﮕﻮ و 
ﻣﯿﻜﺮوﻟﯿﺘﺮ آب ﻣﻘﻄﺮ ﺗﮭﯿﮫ و 
ﻣﺨﻠﻮط   ،nipsﭘﺲ از ورﺗﻜﺲ و 
 ر ﺷﺒﺎﻧﮫ در ﺑﻦﻃﻮﮫ ﺑﻓﻮق 
ﺮار داده ــــﻗ 73Cﻣﺎري 
ﭼﻨﯿﻦ ﭘﻼﺳﻤﯿﺪ  ﺪ. ھﻢــﺷ
ﮫ ﺑﺮای ﭘﺬﯾﺮش ﻗﻄﻌ 3ANDcp
 ﺑﺎو اﻧﺠﺎم ﮐﻠﻮﻧﯿﻨﮓ  5ARG
ھﺎی ﻓﻮق ﺑﺮش داده  آﻧﺰﯾﻢ
ﺷﺪ و ﻧﺘﺎﯾﺞ ﺑﺮش آﻧﺰﯾﻤﯽ ھﺮ 
 درﺻﺪ 1/7 ﮐﺪام روی ژل
  .ﮔﺮدﯾﺪﮔﺎروز ﻣﺸﺎھﺪه آ
در  5ARGﻛﻠﻮﻧﯿﻨﮓ ژن 
ﺑﺮاي اﯾﻦ  :3ANDcp ﭘﻼﺳﻤﯿﺪ 
ﻣﻨﻈﻮر، واﻛﻨﺶ اﺗﺼﺎل 
 اﻟﻌﻤﻞﺑﺮاﺳﺎس دﺳﺘﻮر
 02( ﺑﮫ ﺣﺠﻢ satnemreFﮐﯿﺖ)
 1ﻣﯿﻜﺮوﻟﯿﺘﺮ ﺷﺎﻣﻞ 
 3ANDcpﻣﯿﻜﺮوﻟﯿﺘﺮ ﭘﻼﺳﻤﯿﺪ 
ﻣﯿﻜﺮوﻟﯿﺘﺮ  4 آﻧﺰﯾﻢ ﺧﻮرده،
ﺮوﻟﯿﺘﺮ ــــﻣﯿﻜ 1، 5ARGژن 
 4، esagil AND4Tآﻧﺰﯾﻢ 
 01ﺮوﻟﯿﺘﺮ ﺑﺎﻓﺮ و ــــﻣﯿﻜ
ﻣﯿﻜﺮوﻟﯿﺘﺮ آب ﻣﻘﻄﺮ ﺗﮭﯿﮫ و 
در ﺎﻋﺖ ـــــﺳ ﺑﺮای ﯾﮏ
ﮫ ﺑﻌﺪ ﺑ و 22C ﺗﺮﻣﻮﺳﯿﮑﻠﺮ
ﻮر ﺷﺒﺎﻧﮫ در ــــﻃ
 ﺷﺪ.ﭽﺎل ﻧﮕﮭﺪاری ـــﯾﺨ
اﻧﺘﻘﺎل ﭘﻼﺳﻤﯿﺪھﺎي 
 :01POTﺷﺪه داﺧﻞ ﻧﺎﻗﻞ  ﻛﻠﻮن
  اﻧﺘﻘﺎل ﭘﻼﺳﻤﯿﺪھﺎي ﻛﻠﻮن
 01POTداﺧﻞ ﻧﺎﻗﻞ  5ARGcpﺷﺪه 
 01 ﺻﻮرت ﮔﺮﻓﺖ ﮐﮫ ﺑﺪﯾﻦ ﻧﺤﻮ
ﻣﯿﮑﺮوﻟﯿﺘﺮ از ﻣﺤﺼﻮل اﺗﺼﺎل 
ﻣﯿﮑﺮوﻟﯿﺘﺮ ﺑﺎﮐﺘﺮی  001 ﮫﺑ
 ﻣﺪت ﯾﮏ و ﻣﺴﺘﻌﺪ اﺿﺎﻓﮫ
ﺳﺎﻋﺖ در اﻧﮑﻮﺑﺎﺗﻮر 
 درﺟﮫ اﻧﮑﻮﺑﮫ و 73ﺷﯿﮑﺮدار 
ﮫ ھﺰار ﺑ 5دور  در
دﻗﯿﻘﮫ  2ﺪت ــــــﻣ
 ﺷﺪ. ﺳﭙﺲ ﺮﯾﻔﻮژــــــﺳﺎﻧﺘ
از ﺮوﻟﯿﺘﺮ ـــــﻣﯿﮑ 003
دور  را ﻣﺎﯾﻊ روﯾﯽ
 ﺑﻘﯿﮫ آن ﺘﮫ وــــرﯾﺨ
  ﮭﺪاری ﺷﺪ.ـــﻧﮕ
.elif FDP siht etaerc ot desu saw FDPavon fo noisrev noitaulave nA
.eciton siht tuohtiw selif FDP etareneg ot esnecil a esahcruP
  ﻣﺠﻠﮫ ﻋﻠﻤﯽ داﻧﺸﮕﺎه ﻋﻠﻮم ﭘﺰﺷﮑﯽ اﯾﻼم                                    
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ھﺎي   ﻏﺮﺑﺎل ﻛﺮدن ﻛﻠﻮﻧﻲ
ﺑﺎﻛﺘﺮي ﺣﺎوي ﭘﻼﺳﻤﯿﺪ 
 ﺪارــــﻣﻘ : 5ARGcpﻧﻮﺗﺮﻛﯿﺐ
ﺮوﻟﯿﺘﺮ از ـــــﻣﯿﻜ 002
 ھﺎي ﺗﺮاﻧﺴﻔﻮرم ﺑﺎﻛﺘﺮي
 BLﭘﻠﯿﺖ  ﺑﮫﺪه را ـــــﺷ 
 ﺣﺎوي آﻧﺘﻲ
اﺿﺎﻓﮫ ﺳﯿﻠﯿﻦ(  ﺑﯿﻮﺗﯿﻚ)آﻣﭙﻲ 
اي  و ﺑﺎ ﻣﯿﻠﮫ ﺷﯿﺸﮫ ﮐﺮده
  روي ﻣﺤﯿﻂ ﺟﺎﻣﺪ ﭘﺨﺶ و ﺑﮫ
اﻧﻜﻮﺑﮫ  73Cﻃﻮر ﺷﺒﺎﻧﮫ در 
ﮭﺎ ــــ. ﺗﻨﻧﻤﻮدﯾﻢ
ﺣﺎوی  یھﺎ ﺮیـــــﺑﺎﮐﺘ
ﺑﮫ رﺷﺪ ﺪ ﻗﺎدر ـــــﭘﻼﺳﻤﯿ
روي ﻣﺤﯿﻂ ﻛﺸﺖ ﺣﺎوي  ﺑﺮ
 (61).ﻣﯽ ﺑﺎﺷﻨﺪﺳﯿﻠﯿﻦ  آﻣﭙﻲ
ﺷﺪن  ھﺎي ﺗﺄﯾﯿﺪﻛﻨﻨﺪه ﻛﻠﻮن روش
در ﭘﻼﺳﻤﯿﺪ  5ARGﻗﻄﻌﮫ 
 3ANDcp ﺑﯿﺎﻧﻲ 
ﻣﻘﺎﯾﺴﮫ ﺑﺎﻧﺪ ﭘﻼﺳﻤﯿﺪھﺎي 
ﻮل ــــﻣﺤﺼ 5ARGcp:و  3ANDcp
ﺮاج ﭘﻼﺳﻤﯿﺪھﺎي ـــــاﺳﺘﺨ
روي ژل  5ARGcpو  3ANDcp
درﺻﺪ ﻟﻮد و  1آﮔﺎروز 
                                                              اﻟﻜﺘﺮوﻓﻮرز ﺷﺪ.
ﺑﺎ اﺳﺘﻔﺎده  5ARGژن  RCP
 5ARGcpاز ﭘﻼﺳﻤﯿﺪ ﻧﻮﺗﺮﻛﯿﺐ 
 RCPواﻛﻨﺶ  :ﻋﻨﻮان اﻟﮕﻮ ﺑﮫ
ﻣﯿﻜﺮوﻟﯿﺘﺮ ﻣﻄﺎﺑﻖ  52ﺑﮫ ﺣﺠﻢ 
 ﺑﺎ ﺷﺮاﯾﻂ ﻣﺬﻛﻮر در ﻗﺴﻤﺖ
ﺑﺎ اﺳﺘﻔﺎده از  ﻗﺒﻠﯽ
ﭘﺮاﯾﻤﺮھﺎي اﺧﺘﺼﺎﺻﻲ و 
ﮫ ﺑﺎ ﺧﻼل ﮐ ، 5ARGcpﭘﻼﺳﻤﯿﺪ
، ﺪدﻧﺪان اﺳﺘﺮﯾﻞ ﺑﺮداﺷﺖ ﺷ
ﻋﻨﻮان اﻟﮕﻮ اﻧﺠﺎم  ﺑﮫ
                                                              .ﯾﺪدﮔﺮ
ﺑﺮش ﭘﻼﺳﻤﯿﺪ ﻧﻮﺗﺮﻛﯿﺐ 
 IRocEھﺎي   ﺑﺎ آﻧﺰﯾﻢ 5ARGcp
ﺑﺮش آﻧﺰﯾﻤﻲ ﺷﺎﻣﻞ  :HHdni3و
ﻣﯿﻜﺮوﻟﯿﺘﺮ ﭘﻼﺳﻤﯿﺪ  52
، 5ARGcpﯿﺐ ــﺮﻛــــــــﻧﻮﺗ
ﻜﺮوﻟﯿﺘﺮ آﻧﺰﯾﻢ ــــﻣﯿ 1
ﻣﯿﮑﺮوﻟﯿﺘﺮ آﻧﺰﯾﻢ  1 ،IRocE
ﻣﯿﻜﺮوﻟﯿﺘﺮ ﺑﺎﻓﺮ  8، HHdni3
ﻣﯿﻜﺮوﻟﯿﺘﺮ آب  5ﺗﺎﻧﮕﻮ و 
 ﺮ ﻣﻄﺎﺑﻖ ﺑﺎ ﺷﺮاﯾﻂــــﻣﻘﻄ
ﺑﺎ  و اﻧﺠﺎم اﻟﺬﮐﺮ ﻓﻮق
اﺳﺘﻔﺎده از اﻟﮑﺘﺮوﻓﻮرز 
ﺗﺎﯾﯿﺪ  درﺻﺪ 1/7روی ژل 
  (22).ﮔﺮدﯾﺪ
اﻧﺘﻘﺎل ﭘﻼﺳﻤﯿﺪ ﻧﻮﺗﺮﻛﯿﺐ 
ﺑﮫ درون ﺳﻠﻮل  5ARGcp
ﻗﺒﻞ  (:noitcefsnarTﯾﻮﻛﺎرﯾﻮﺗﯿﻚ)
از ﻣﺤﯿﻂ   از اﺳﺘﻔﺎده
 001 ﺮــــازاء ھ ﺑﮫ ،ﺖــﮐﺸ
  ،MEMDﻣﺤﯿﻂ  ﻣﯿﻠﯽ ﻟﯿﺘﺮ
 SCFﻣﯿﻠﻲ ﻟﯿﺘﺮ  5- 01ﻣﻘﺪار 
اﺳﺘﺮﯾﻞ و ﯾﮏ ﻣﯿﻠﯽ ﻟﯿﺘﺮ 
آﻧﺘﻲ ﺑﯿﻮﺗﯿﻚ ﭘﻨﻲ ﺳﯿﻠﯿﻦ ﺑﮫ 
ﻣﺤﯿﻂ اﺿﺎﻓﮫ ﺷﺪ. ﺳﻠﻮل 
ﯾﻮﮐﺎرﯾﻮﺗﯿﮏ در اﯾﻦ ﻣﺤﯿﻂ 
 درﺻﺪ 5و  73C ﺎيـــدر دﻣ
ﻣﯿﻠﻲ  57ھﺎي  در ﻓﻼﺳﻚ 2OC
 ﮐﺸﺖ داده ﺷﺪ. ﭘﺲ ازﻟﯿﺘﺮي 
 ﺳﺎﻋﺖ ﻣﺤﯿﻂ ﻛﺸﺖ آن 84-42ھﺮ 
ﻣﺤﯿﻂ ﺟﺪﯾﺪ ھﺎ ﺗﺨﻠﯿﮫ و ﺑﺎ 
 (71).ﮔﺮدﯾﺪﺟﺎﯾﮕﺰﯾﻦ 





 tnegaer noitcefsnart 6 eneguFﺖ ــــﮐﯿ
 .اﺳﺘﻔﺎده ﺷﺪ ehcoRاز ﺷﺮﮐﺖ 
ﻃﺒﻖ دﺳﺘﻮر ﺷﺮﻛﺖ ﺳﺎزﻧﺪه 
از ﮐﯿﺖ روش اﺳﺘﻔﺎده 
 اﯾﻦ ﺗﺮﺗﯿﺐﮫ ﺗﺮاﻧﺴﻔﮑﺖ ﺑ
از ﻞ ــــﯾﻚ روز ﻗﺒ :اﺳﺖ
ﺗﻌﺪاد  ﻜﺖ،ــﺮاﻧﺴﻔــــﺗ
ﺳﻠﻮل ﯾﻮﮐﺎرﯾﻮت در  1- 3601
از ﻣﺘﺮی  ﻣﯿﻠﯽ 53ھﺮ ﭼﺎھﻚ 
اي ﻛﺸﺖ داده  ﭘﻠﯿﺖ ﺷﺶ ﺧﺎﻧﮫ
ﻮر ﺷﺒﺎﻧﮫ در ـــﻃﮫ ﺷﺪ و ﺑ
اﻧﻜﻮﺑﮫ  2OC درﺻﺪ 5 و 73C
ﻞ از ــﮔﺮدﯾﺪ. ﻗﺒ
ﻜﺖ ﻣﻲ ﺑﺎﯾﺴﺖ ـــﺗﺮاﻧﺴﻔ
درﺻﺪ از  05-08ھﺎ  ﺳﻠﻮل
 .ﺮده ﺑﺎﺷﻨﺪﻛ ﭘﻠﯿﺖ را ﭘﺮ
ﺑﺮاي ﺗﺮاﻧﺴﻔﻜﺖ ھﺮ - 1
ﻣﯿﻜﺮوﻟﯿﺘﺮ  79 ﻣﻘﺪارﭼﺎھﻚ 
درون  SCFﻓﺎﻗﺪ  MEMDﻣﺤﯿﻂ 
 3 ﯾﻚ وﯾﺎل اﺳﺘﺮﯾﻞ رﯾﺨﺘﮫ و
.elif FDP siht etaerc ot desu saw FDPavon fo noisrev noitaulave nA
.eciton siht tuohtiw selif FDP etareneg ot esnecil a esahcruP
... ﻓﺎﻃﻤﮫ ﯾﻮﻛﺎرﯾﻮت در ﭘﻼﺳﻤﯿﺪ HR ای ﺳﻮﯾﮫ ﺗﻮﻛﺴﻮﭘﻼﺳﻤﺎ ﮔﻮﻧﺪ 5ARG ﻛﻠﻮﻧﯿﻨﮓ ژن
 ﻏﻔﺎری ﻓﺮ و ھﻤﮑﺎران
8 
ﺑﮫ  eneguFﻣﯿﻜﺮوﻟﯿﺘﺮ ﻣﻌﺮف 
 1 آن ازو ﭘﺲ آن اﺿﺎﻓﮫ ﺷﺪ 
ﺪت ــﺑﮫ ﻣو ﺛﺎﻧﯿﮫ ورﺗﻜﺲ 
دﻗﯿﻘﮫ در دﻣﺎی اﺗﺎق  5- 51
اﻧﮑﻮﺑﮫ ﺷﺪ. ﻧﺴﺒﺖ ﻣﻮرد 
 1:3اﺳﺘﻔﺎده ﺑﺮای ﺗﺮاﻧﺴﻔﮑﺖ 
 ﺑﻮد.
 ﻣﯿﻠﯽ 53ﺑﺮاي ھﺮ ﭼﺎھﻚ - 2
ﻣﯿﻜﺮوﮔﺮم  1ﻣﻘﺪار  ﻣﺘﺮی
ﭘﻼﺳﻤﯿﺪ ﺑﮫ ﻣﺨﻠﻮط ﻓﻮق 
اﺿﺎﻓﮫ ﺷﺪ و ﺑﮫ آراﻣﻲ ﺑﺎ 
ﭘﯿﭙﺖ ﻣﺨﻠﻮط ﮔﺮدﯾﺪ. اﯾﻦ 
دﻗﯿﻘﮫ  5- 51ﺪت ــﻣﺨﻠﻮط ﺑﮫ ﻣ
در دﻣﺎي اﺗﺎق اﻧﻜﻮﺑﮫ 
 ﮔﺮدﯾﺪ.
ﭼﺎھﮏ ﺣﺎوی ﺳﻠﻮل - 3
ﯾﻮﮐﺎرﯾﻮﺗﯿﮏ را ﺗﻮﺳﻂ ﭘﯿﭙﺖ 
ﻠﯽ ــﻣﯿ 1ﺗﺨﻠﯿﮫ ﻧﻤﻮده و 
ﯿﻂ ﮐﺸﺖ ـــﺮ ﻣﺤـــﻟﯿﺘ
( ﺑﮫ SCF )ﻓﺎﻗﺪMEMD
و ﺳﭙﺲ  ﺎﻓﮫـــﺎھﮏ اﺿــــﭼ
ﻣﺤﺘﻮﯾﺎت وﯾﺎل ﻓﻮق را ﺑﮫ 
آراﻣﯽ در ﺗﻤﺎم ﺳﻄﺢ ﭼﺎھﮏ 
 ﭘﺨﺶ و ﭘﻠﯿﺖ را ﺑﮫ آراﻣﻲ
 ﺗﺎ ﻣﺨﻠﻮط در هﺣﺮﻛﺖ داد
ﺖ ﺗﻮزﯾﻊ ــھﻤﮫ ﺟﺎي ﭘﻠﯿ
 73Cﭘﻠﯿﺖ در  ﮔﺎه آن .ﮔﺮدد
 42- 27ﻣﺪت ﮫ ﺑ 2OC درﺻﺪ 5و 
 اﻧﻜﻮﺑﮫ ﮔﺮدﯾﺪ.ﺳﺎﻋﺖ 
ﭘﺲ از ﻃﯽ اﯾﻦ ﻣﺪت، - 4
و  ھﺎي ﺗﺮاﻧﺴﻜﻔﺖ ﺷﺪه ﺳﻠﻮل
ﻧﺸﺪه ھﺎی ﺗﺮاﻧﺴﻔﮑﺖ   ﺳﻠﻮل
ﺷﺮاﯾﻂ ﻛﺎﻣﻼК اﺳﺘﺮﯾﻞ ﺟﻤﻊ  در
ﻦ ــآوري ﮔﺮدﯾﺪ. ﺑﺮای اﯾ
ھﺎ ﺑﺎ   اﺑﺘﺪا ﺳﻠﻮل ،ﻣﻨﻈﻮر
ﺑﺎ اﺿﺎﻓﮫ ﺷﺴﺘﺸﻮ ﺷﺪه و  SBP
ﺑﮫ  SBPﻣﯿﮑﺮوﻟﯿﺘﺮ  004 ﮐﺮدن
ﺑﺎ ﻧﻮک ﺳﻤﭙﻠﺮ  ،ھﺮ ﭼﺎھﮏ
ھﺎ را از ﮐﻒ ﭘﻠﯿﺖ   ﺳﻠﻮل
ﻣﺤﺘﻮﯾﺎت ھﺮ  ﺟﺪا ﮐﺮدﯾﻢ.
 ﻨﺪ ـﭼﺎھﮏ را ﭼ
ﺗﺎ  ﮔﺬراﻧﺪهﺑﺎر از ﺳﻤﭙﻠﺮ 
ﺳﭙﺲ ﺪ و ﻧھﺎ ﺟﺪا ﺷﻮ  ﺳﻠﻮل
ﮏ ـــﭼﺎھﮏ در ﯾ ﻣﺤﺘﻮﯾﺎت ھﺮ
ﺟﻤﻊ  1/5cc ﺮوﺗﯿﻮبــــﻣﯿﮑ
 ﺳﻠﻮل. ﮔﺮدﯾﺪآوری 
ﺎن ــﺎی ﻣﺬﮐﻮر ﺗﺎ زﻣـــــھ 
ﻧﮕﮫ داری  -02Cاﺳﺘﻔﺎده در 
  ﺷﺪ.
در  5ARGﺗﺎﯾﯿﺪ ﺑﯿﺎن ژن 
ﺑﺮای  ﺳﻠﻮل ﯾﻮﮐﺎرﯾﻮﺗﯿﮏ:
ﺗﺎﯾﯿﺪ ﺑﯿﺎن ژن در ﻣﺤﯿﻂ 
ﮐﺸﺖ ﺳﻠﻮﻟﯽ از ﭼﻨﺪ روش 
ﻣﮭﻢ اﺳﺘﻔﺎده ﻣﯽ ﺷﻮد ﮐﮫ 
وﺳﺘﺮن ﺑﻼت   روش ھﺎ ﺗﺮﯾﻦ آن
. در اﯾﻦ روش ﺑﺎﻧﺪھﺎی اﺳﺖ
ﭘﺮوﺗﺌﯿﻨﯽ ﮐﮫ در روی ژل 
آﮐﺮﯾﻞ آﻣﯿﺪ اﻟﮑﺘﺮوﻓﻮرز 
اﻧﺪ ﺑﮫ ﯾﮏ ﻏﺸﺎء)ﻣﺎﻧﻨﺪ  ﺷﺪه
ﮐﮫ ﻗﺎﺑﻠﯿﺖ  ،ﻧﯿﺘﺮوﺳﻠﻮﻟﺰ(
اﺗﺼﺎل و ﺗﺜﺒﯿﺖ ﭘﺮوﺗﺌﯿﻦ را 
ﻣﻨﺘﻘﻞ ﻣﯽ ﺷﻮﻧﺪ. در  ،داﺷﺘﮫ
ھﺎی   ﻦ روش ﻣﻠﮑﻮلـاﯾ
ﭘﺮوﺗﺌﯿﻦ از ژل ﺧﺎرج ﺷﺪه و 
در ﺳﻄﺢ ﻏﺸﺎء در ھﻤﺎن 
ﺮار ﻣﯽ ﮔﯿﺮﻧﺪ. ﻣﻮﻗﻌﯿﺖ ﻗ
ھﺎی   ﺑﺮای ﺗﺸﺨﯿﺺ ﭘﺮوﺗﺌﯿﻦ
ﻣﻨﺘﻘﻞ ﺷﺪه ﺑﮫ ﻏﺸﺎء ﺑﺎﯾﺪ 
از ﻟﯿﮕﺎﻧﺪھﺎی اﺧﺘﺼﺎﺻﯽ ﯾﺎ 
 ﺮﺑﻮﻃﮫــــﺳﻮﺑﺴﺘﺮای ﻣ
. آﻧﺘﯽ ﺑﺎدی ﺷﻮد ﻔﺎدهـاﺳﺘ 
ﺗﺮﯾﻦ ﻣﻮادی  ھﺎ از ﻣﺘﺪاول
ﻨﺪ ﮐﮫ در ﺗﺸﺨﯿﺺ ــھﺴﺘ
  ﻦــــاﺧﺘﺼﺎﺻﯽ ﭘﺮوﺗﺌﯿ
ﮫ ﺎء ﺑــﺎ در ﻏﺸـــھ
 (91،81).ﺎر ﻣﯽ روﻧﺪـــــﮐ
                                                                                                                         ﯾﺎﻓﺘﮫ ھﺎی ﭘﮋوھﺶ
 AND ﺑﮫ ﻛﻤﻚ RCPﻧﺘﺎﯾﺞ 
ﻧﺘﺎﯾﺞ ﺣﺎﺻﻞ از  ژﻧﻮﻣﻲ:
 ANDﺑﺎ  RCPواﻛﻨﺶ 
ﻮﻣﯽ وﺟﻮد ـــــــــژﻧ
ﯽ ـــــﺎﻧﺪ اﺧﺘﺼﺎﺻـــﺑ
روي  ﺖ ﺑﺎزــــﺟﻔ 363ﺣﺪود 
 را ﺎروزـــــژل آﮔ
  ﻢـــــﻛﮫ ھﺎن داد ـــــﻧﺸ
 5ARGﺪازه ژن ــــاﻧ




ﺪه ـــــﺷ  ﺮاﺣﻲــــــﻃ
 اﯾﻦ ژن ﺑﺮاي ﺗﻜﺜﯿﺮ
.elif FDP siht etaerc ot desu saw FDPavon fo noisrev noitaulave nA
.eciton siht tuohtiw selif FDP etareneg ot esnecil a esahcruP
  ﻣﺠﻠﮫ ﻋﻠﻤﯽ داﻧﺸﮕﺎه ﻋﻠﻮم ﭘﺰﺷﮑﯽ اﯾﻼم                                    
 09 ﭘﺎﯾﯿﺰ، ﺳﻮمدوره ﻧﻮزدھﻢ، ﺷﻤﺎره 
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ژﻧﻮﻣﻲ روی ژل آﮔﺎروز  AND. اﻟﮑﺘﺮوﻓﻮرز ﻣﺤﺼﻮل اﺳﺘﺨﺮاج 1 ﺷﻤﺎره ﺷﮑﻞ
 001 ﻣﺎرﮐﺮ 1ﺟﻔﺖ ﺑﺎز، ﺳﺘﻮن  363اﻧﺪازه  5ARGﻗﻄﻌﮫ  5,4,3,2ﺳﺘﻮن ﺷﻤﺎره  درﺻﺪ،1/5
 ﺟﻔﺖ ﺑﺎز
                    
ھﺎي  . ﻣﻘﺎﯾﺴﮫ ﭘﻼﺳﻤﯿﺪ3- 2
 ﺪه از ﮐﻠﻨﯽــﺷ  اﺳﺘﺨﺮاج
ھﺎي  ﻛﻠﻨﻲھﺎی ﺳﻔﯿﺪ و آﺑﯽ:  
 BLﺳﻔﯿﺪ و آﺑﻲ روي ﻣﺤﯿﻂ 
ﺳﯿﻠﯿﻦ و  ﺣﺎوي آﻣﭙﻲ ﻣﺎﯾﻊ
 GTPIو  lag-Xآﻏﺸﺘﮫ ﺑﮫ 
دھﻨﺪه ﺗﺮاﻧﺴﻔﻮرﻣﺎﺳﯿﻮن  ﻧﺸﺎن
ﻣﻮﻓﻖ اﺳﺖ. 
ﺪھﺎي ــــــﭘﻼﺳﻤﯿ
ﺮاج ﺷﺪه از ـــــاﺳﺘﺨ
 ﺪ ﺑﮫــــــھﺎی ﺳﻔﯿ ﮐﻠﻮﻧﯽ
ﻨﯽ در ـــــﻞ ﺳﻨﮕﯿــــدﻟﯿ 
ﺪاری ـــﺎروز ﻣﻘـــــژل آﮔ
  ﯽــــــﮐﻠﻮﻧﺎﻻﺗﺮ از ـــﺑ













ھﺎ روی ژل   ھﺎي اﺳﺘﺨﺮاج ﺷﺪه از ﻛﻠﻨﻲ . ﻧﺘﺎﯾﺞ اﻟﮑﺘﺮوﻓﻮرز ﭘﻼﺳﻤﯿﺪ2 ﺷﻤﺎره ﺷﮑﻞ
 درﺻﺪ،  1/2ﺎروز آﮔ
 ، R75ZTpﭘﻼﺳﻤﯿﺪ  5,4,3,2ﺟﻔﺖ ﺑﺎز، ﺳﺘﻮن 0001ﻣﺎرﮐﺮ داراي  6ﺳﺘﻮن 
   5ARGTpﭘﻼﺳﻤﯿﺪ ﻧﻮﺗﺮﮐﯿﺐ  1ﺳﺘﻮن 
 
ﺑﺮش آﻧﺰﯾﻤﻲ ﭘﻼﺳﻤﯿﺪھﺎي 
دو ﺑﺎﻧﺪ ﻧﺸﺎن داد  5ARGTp
 ﻛﮫ ھﻢ 363 pb ﯾﻚ ﺑﺎﻧﺪ
ﺗﻮﻛﺴﻮﭘﻼﺳﻤﺎ  5ARGاﻧﺪازه ژن  
اي و ﺑﺎﻧﺪ دﯾﮕﺮ  ﮔﻮﻧﺪ
 R75ZTpاﻧﺪازه   ﺗﻘﺮﯾﺒﺎК ھﻢ
ﻧﺘﺎﯾﺞ ﺑﺮش  ،ﺑﻮد. ﺑﻨﺎﺑﺮاﯾﻦ
آﻧﺰﯾﻤﯽ روی ژل آﮔﺎروز، 
ﭘﻼﺳﻤﯿﺪ درون  5ARG ﮐﻠﻮن ژن
ﺗﺎﯾﯿﺪ ﻣﯽ را  R75ZTp
 (3  )ﺷﮑﻞ.ﻧﻤﺎﯾﺪ
 
  
 3 2 1
.elif FDP siht etaerc ot desu saw FDPavon fo noisrev noitaulave nA
.eciton siht tuohtiw selif FDP etareneg ot esnecil a esahcruP
... ﻓﺎﻃﻤﮫ ﯾﻮﻛﺎرﯾﻮت در ﭘﻼﺳﻤﯿﺪ HR ای ﺳﻮﯾﮫ ﺗﻮﻛﺴﻮﭘﻼﺳﻤﺎ ﮔﻮﻧﺪ 5ARG ﻛﻠﻮﻧﯿﻨﮓ ژن











روی ژل آﮔﺎروز  5ARGTpﻧﺘﺎﯾﺞ ﺑﺮش آﻧﺰﯾﻤﻲ ﭘﻼﺳﻤﯿﺪ ﻧﻮﺗﺮﻛﯿﺐ  . 3 ﺷﻤﺎره ﺷﮑﻞ
 درﺻﺪ، 1/7
 ،5ARGcpﻣﻮﻧﻮ داﯾﺠﺴﺖ ﭘﻼﺳﻤﯿﺪ 3,4ﺟﻔﺖ ﺑﺎزی، ﺳﺘﻮن  001ﻣﺎرﮐﺮ 1ﺳﺘﻮن  
  5ﺳﺘﻮن  و آﻧﺰﯾﻢ ﺧﻮرده 5ARGcp ﭘﻼﺳﻤﯿﺪ 2  ﺳﺘﻮن 
 ﺟﻔﺖ ﺑﺎزی 0001 ﻣﺎرﮐﺮ ﻣﺮﺑﻮط ﺑﮫ
                                                                                                                                       
 ﻧﺘﺎﯾﺞ ﺗﻌﯿﯿﻦ ﺗﻮاﻟﯽ:
ﻧﺘﺎﯾﺞ ﺣﺎﺻﻞ از ﺗﻌﯿﯿﻦ 
در ﭘﻼﺳﻤﯿﺪ  5ARGﺗﻮاﻟﯽ ژن 
ﻧﺸﺎن داد ﮐﮫ اﯾﻦ ژن  R75ZTp
ﺎز ــــﺟﻔﺖ ﺑ 363دارای 
  5ARGﺑﺎ ژنﺑﻮده ﮐﮫ 
اي  ﻮﻧﺪــــﻤﺎ ﮔـــﺗﻮﮐﺴﻮﭘﻼﺳ
 دﺳﺘﯿﺎﺑﯽ ﺎرهـــــﺷﻤ ﺑﺎ
 001در ﺑﺎﻧﮏ ژﻧﯽ  1.337819UE
. ﺗﻮاﻟﯽ ﺗﺸﺎﺑﮫ داﺷﺖ درﺻﺪ
ﮐﻠﻮن ﺷﺪه  5ARGژن 
در اﯾﻦ اي  ﺗﻮﻛﺴﻮﭘﻼﺳﻤﺎ ﮔﻮﻧﺪ
ﺑﺎﻧﮏ ژﻧﯽ ﺑﺎ در ﻣﻄﺎﻟﻌﮫ 
ﺛﺒﺖ  225105FJدﺳﺘﯿﺎﺑﯽ ﺷﻤﺎره
 ﺷﺪ.
ﻧﺘﺎﯾﺞ ﺗﺮاﻧﺴﻔﻮرﻣﺎﺳﯿﻮن 
ھﺎ ﺑﺎ ﻣﺤﺼﻮل واﻛﻨﺶ  ﺑﺎﻛﺘﺮي
ﻣﺮﺣﻠﮫ ﻇﮭﻮر ﻛﻠﻨﻲ اﺗﺼﺎل: 
 BLھﺎ روي ﻣﺤﯿﻂ   ﺑﺎﻛﺘﺮي
ﺑﯿﻮﺗﯿﻚ  ﺣﺎوي آﻧﺘﻲ
 ﺳﯿﻠﯿﻦ، ﻧﺸﺎن  ﻲـــــآﻣﭙ
دھﻨﺪه ﺗﺮاﻧﺴﻔﻮرﻣﺎﺳﯿﻮن  
  ﻣﻮﻓﻖ ﭘﻼﺳﻤﯿﺪ در ﺑﺎﻛﺘﺮي
 5ARGcpﻣﺴﺘﻌﺪ ﺑﻮد. ﭘﻼﺳﻤﯿﺪ 
ﺨﺮاج ﺷﺪه از ــــاﺳﺘ
ھﺎي ﺗﺮاﻧﺴﻔﻮرم ﺷﺪه  ﺑﺎﻛﺘﺮي
 ی راروي ژل آﮔﺎروز ﺑﺎﻧﺪ
ﻛﻨﻨﺪه  ﻧﺸﺎن دادﻧﺪ ﮐﮫ ﺗﺄﯾﯿﺪ
در  5ARGﻮن ﻗﻄﻌﮫ ــــــﮐﻠ












ﺳﺘﻮن  درﺻﺪ 1روی ژل آﮔﺎروز  5ARGcp. ﻧﺘﺎﯾﺞ اﻟﮑﺘﺮوﻓﻮرز ﺑﺎﻧﺪ 4ﺷﻤﺎره  ﺷﮑﻞ
 3و2, 1
 
ﻧﺘﺎﯾﺞ ﺑﺮش آﻧﺰﯾﻤﻲ 
 : 5ARGcpﭘﻼﺳﻤﯿﺪ ﻧﻮﺗﺮﻛﯿﺐ 
ﺑﺎ 5ARGcp ﻧﺘﺎﯾﺞ ﺑﺮش آﻧﺰﯾﻤﯽ
دو  3dniHو  IRocEھﺎي   آﻧﺰﯾﻢ
ﻧﺸﺎن داد ﻛﮫ ﯾﻜﻲ  را ﺑﺎﻧﺪ
ﺑﻮد و ﺑﺎﻧﺪ  0045pb  ﺣﺪود
ﮐﮫ ﺑﺮاﺑﺮ  363 pb دﯾﮕﺮ ﺣﺪود
. ﺑﺪﯾﻦ اﺳﺖ 5ARGﺑﺎ ﻗﻄﻌﮫ 
 5ARGﻛﻠﻮن ﻗﻄﻌﮫ   ﺳﺎب ﺗﺮﺗﯿﺐ
ﺗﺄﯾﯿﺪ ﻧﯿﺰ   3ANDcpدرون 
   (5)ﺷﮑﻞ .ﮔﺮدﯾﺪ
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 0001ﻻدر  3ﺳﺘﻮن  و  3ANDcpﻣﺮﺑﻮط ﺑﮫ ﻣﻮﻧﻮ داﯾﺠﺴﺖ  2و1ﺳﺘﻮن  : 5 ﺷﻤﺎره ﺷﮑﻞ
  ﺟﻔﺖ ﺑﺎزی و




ﺒﺎل ــــدﻧﮫ ــﺑ ﺑﻼت:
ﺑﺎ   EGAP-SDSﺎمــــاﻧﺠ
ﻛﺎﻏﺬ  وﺳﺘﺮن ﺑﻼتاﻧﺠﺎم ﺗﺴﺖ 
رﻧﮓ ﮔﺮﻓﺘﮫ ﻧﯿﺘﺮوﺳﻠﻮﻟﺰ 
 را اي رﻧﮓ ﺑﺎﻧﺪھﺎي ﻗﮭﻮه
دھﺪ، ﻧﻮارھﺎ ﺑﮫ  ﻧﺸﺎن ﻣﯽ
داﺧﻞ آب ﻣﻘﻄﺮ ﻣﻨﺘﻘﻞ ﺷﺪه و 
 ﺑﯿﻦ دو ﻛﺎﻏﺬ ﺻﺎﻓﻲ ﺧﺸﻚ ﻣﯽ
ﺪ. ﻛﺎﻏﺬ رﻧﮓ ﮔﺮﻓﺘﮫ ﻧﺷﻮ
ﻧﯿﺘﺮوﺳﻠﻮﻟﺰ در ﺗﺎرﯾﻜﻲ 
ﻧﮕﮭﺪاري ﺷﺪ ﺗﺎ رﻧﮓ اﯾﺠﺎد 
 از ﺑﯿﻦ ﻧﺮود. ﺷﺪه
 و ﻧﺘﯿﺠﮫ ﮔﯿﺮی ﺑﺤﺚ 
 ﻧﻮﻋﯽ ﺗﻮﮐﺴﻮﭘﻼﺳﻤﻮز
ﺑﯿﻤﺎری زﺋﻮﻧﻮزاﺳﺖ و داﺷﺘﻦ 
ﺗﻮاﻧﺪ  ﻣﺆﺛﺮ ﻣﯽ ﯽﻨــــواﮐﺴ
ﯿﺪی در ـــﺮات ﻣﻔــــاﺛ
 ھﺎی ﭘﺰﺷﮑﯽ و دام ﺟﻨﺒﮫ
ﭘﺰﺷﮑﯽ داﺷﺘﮫ ﺑﺎﺷﺪ. واﮐﺴﻦ 
ﻣﺆﺛﺮ اﻧﺴﺎﻧﯽ ﺑﺎﯾﺴﺘﯽ در 
ﻣﺮﺣﻠﮫ اول ﻋﻼوه ﺑﺮ ﮐﺎھﺶ 
ﻣﻮارد اﺑﺘﻼ و ﻣﺮگ ﻧﺎﺷﯽ از 
ﺑﯿﻤﺎری ﺑﺘﻮاﻧﺪ ﻧﺴﺒﺖ ﺑﮫ 
ﮐﺎھﺶ ﺑﺎر ﺑﯿﻤﺎری در ﻣﻮارد 
ﻣﺰﻣﻦ ﮐﮫ ﻧﯿﺎز ﺑﮫ ﻣﺮاﻗﺒﺖ 
ﮔﺬار  ﻃﻮﻻﻧﯽ دارﻧﺪ ﺗﺄﺛﯿﺮ
ﺑﻮده و از ﻧﻈﺮ اﻗﺘﺼﺎدی ﺑﮫ 
 ﺻﺮﻓﮫ ﺑﺎﺷﺪ.
  ﻧﺘﯽآ ،ﺳﺎل 05ﺑﺮای ﻣﺪت  
ھﺎی ﺧﺎم ﺑﮫ ﻋﻨﻮان  ژن
ﻋﻠﯿﮫ ﺗﻮﮐﺴﻮﭘﻼﺳﻤﻮز  واﮐﺴﻦ
ﺎﯾﺶ ﻗﺮار ـــﻣﻮرد آزﻣ
ﺑﺮ  ﮐﮫ ﻣﻄﺎﻟﻌﺎت ﻧﺪﮔﺮﻓﺘﮫ ا
روی ﮐﺎراﯾﯽ زﯾﺮ واﺣﺪھﺎی 
ﯾﺎ ﺗﺮﮐﯿﺒﯽ ﺟﺪﯾﺪ ﺣﺪود  ﺧﺎﻟﺺ
ﺳﺎل ﺳﺎﺑﻘﮫ دارد.  02ﺗﺎ  01
ھﺎی  ھﺎی زﯾﺮ واﺣﺪ واﮐﺴﻦ
ﮐﮫ  ﻣﺰﯾﺘﻨﺪدارای اﯾﻦ ﺧﺎﻟﺺ 
ھﺎی  ژن ﻧﺘﯽآﺣﺎوی 
 اﯾﻦﺑﺪون  ،ﺑﻮدهاﯾﻤﻨﻮژﻧﯿﮏ 
ﻏﯿﺮ  ھﺎی  ژن ﺘﯽﻧآ ﮐﮫ
اﯾﺠﺎد ﮐﻨﻨﺪه ﺗﺐ در  ﻣﺮﺗﺒﻂ 
. وﺟﻮد داﺷﺘﮫ ﺑﺎﺷﺪ ھﺎ آن
ﭘﺎﺳﺦ ﮐﮫ  ﯽھﺎﯾ ژن ﻧﺘﯽآ
ﻣﯽ دھﻨﺪ ﺑﺎ ﻣﺤﺪودی اﯾﻤﻨﯽ 
ﻏﯿﺮ ﻣﻮاد  اﺳﺘﻔﺎده از
اﯾﻦ ﻣﯽ ﺷﻮﻧﺪ. ﻃﺒﯿﻌﯽ ﺗﻘﻮﯾﺖ 
ھﺎ  ﺑﮫ ﺻﻮرت ادﺟﻮﻧﺖﻣﻮاد 
ﺑﺎﻋﺚ ارﺗﻘﺎی ﮐﺎراﯾﯽ واﮐﺴﻦ 
، ﺣﺎل ﺣﺎﺿﺮدر  ﺪ.ﻧﺷﻮ ﻣﯽ
ﺗﮑﻨﻮﻟﻮژي ﭘﯿﺸﺮﻓﺘﮫ 
آﯾﻨﺪه   ANDواﮐﺴﯿﻨﺎﺳﯿﻮن
 ﮫــرا ﺑﺮاي ﺗﻮﺳﻌ ﻮﺑﻲــــﺧ
 ھﺎي ﭼﻨﺪ  و اﯾﺠﺎد واﮐﺴﻦ
ﺑﮫ  ،ﮐﻨﺪ ﻇﺮﻓﯿﺘﻲ ﭘﯿﺸﻨﮭﺎد ﻣﻲ
ھﺎ   اﯾﻦ واﮐﺴﻦ ﮐﮫ ﻃﻮري
ھﺎي اﯾﻤﻨﻲ ھﻤﻮرال و  ﭘﺎﺳﺦ
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اﯾﺠﺎد  را اي ﻮيـــــﻗ
ﻲ از ـــ. ﯾﮑ(02)،ﮐﻨﻨﺪ ﻣﻲ
ﯾﺎﺑﻲ ﺑﮫ  ھﺎي ﻣﮭﻢ دﺳﺖ راه
ﺎي ــــھ  ﻦــــواﮐﺴ
در  ﻇﺮﻓﯿﺘﻲ ﺪــــﭼﻨ
ﺎرزه ﺑﺎ ـــﻣﺒ
  ﻔﺎدهـــاﺳﺘ ﺗﻮﮐﺴﻮﭘﻼﺳﻤﻮزﯾﺲ
ﮐﻮﮐﺘﻞ  ANDھﺎي   از واﮐﺴﻦ
ﺑﺎﺷﺪ ﮐﮫ ﺑﺎﻋﺚ اﯾﺠﺎد  ﻣﻲ
- ﺎي اﯾﻤﻨﻲــــھ ﺦـﭘﺎﺳ
ﻣﺪت و ﻣﺆﺛﺮ   ﻣﺤﺎﻓﻈﺘﻲ ﻃﻮﻻﻧﻲ
 ﻋﻠﺖ اﯾﻦﮫ ﺑ. (12)،ﺷﻮﻧﺪ ﻣﻲ
ھﺎي داﺧﻞ ﺳﻠﻮﻟﻲ   ﻧﮕﻞﮐﮫ ا
ي اﺗﻮﮐﺴﻮﭘﻼﺳﻤﺎ ﮔﻮﻧﺪ ﻧﻈﯿﺮ
 ﺗﻮپ  ﻲــﺗﻌﺪاد زﯾﺎدي از اﭘ
ﺮﺿﮫ ژﻧﯿﮏ را ﻋ  ھﺎي آﻧﺘﻲ 
ھﺎ در  و ﺗﻮاﻧﺎﯾﻲ آن ﮐﺮده
ژن در ﻣﯿﺎن  ﻋﺮﺿﮫ آﻧﺘﻲ
اﻓﺮاد ﻣﺨﺘﻠﻒ، ﺑﺴﯿﺎر ﻣﺘﻨﻮع 
اﯾﻤﻮﻧﯿﺰاﺳﯿﻮن ﺑﺎ  ،ﺑﺎﺷﺪ ﻣﻲ
واﮐﺴﻨﻲ ﮐﮫ ﭘﺎﺳﺦ اﯾﻤﻨﻲ را 
ﻃﯿﻒ وﺳﯿﻌﻲ از  در ﻣﻘﺎﺑﻞ
ھﺎ ﺗﺤﺮﯾﮏ ﮐﻨﺪ   ژن آﻧﺘﻲ
ﺑﺴﯿﺎر ﻣﺆﺛﺮﺗﺮ از واﮐﺴﻨﻲ 
ﺑﺎﺷﺪ ﮐﮫ ﻓﻘﻂ از ﯾﮏ  ﻣﻲ
ژن ﺗﺸﮑﯿﻞ ﺷﺪه و ﭘﺎﺳﺦ   آﻧﺘﻲ
  اﯾﻦ آﻧﺘﻲ ﺿﺪ اﯾﻤﻨﻲ را ﺑﺮ
از  .(12)،ﻧﻤﺎﯾﺪ ژن ﺗﺤﺮﯾﮏ ﻣﻲ
واﮐﺴﻦ دﯾﮕﺮ ھﺎي  ﺰﯾﺖــﻣ
ﮐﮫ  اﺳﺖ  ﮐﻮﮐﺘﻞ اﯾﻦ AND
ﺪ ﻣﻘﺪار زﯾﺎدي ــﺑﺎﻋﺚ ﺗﻮﻟﯿ
 و ھﻢ ﺷﺪهاﯾﻨﺘﺮﻓﺮون ﮔﺎﻣﺎ 
ﺚ اﻟﻘﺎي ﺗﻮﻟﯿﺪ ــﭼﻨﯿﻦ ﺑﺎﻋ
ﮔﺮدد. اﯾﻦ  ﺑﺎدي ﻣﻲ آﻧﺘﻲ
ھﺎ ﻋﻤﺪﺗﺎК ﺑﺎﻋﺚ  واﮐﺴﻦ
 1hTھﺎي   ﺗﻮﻟﯿﺪ ﺳﺎﯾﺘﻮﮐﯿﻦ
ﺷﻮﻧﺪ و اﻟﺒﺘﮫ در ﻣﻘﺪار  ﻣﻲ
را  2hT ھﺎي  ﮐﻤﺘﺮ ﺳﺎﯾﺘﻮﮐﺎﯾﻦ
ﺎﯾﻨﺪ. از ــﻧﻤ ھﻢ ﺗﻮﻟﯿﺪ ﻣﻲ
 ANDھﺎي دﯾﮕﺮ واﮐﺴﻦ  ﻣﺰﯾﺖ
از اﻧﺘﺸﺎر ﺟﻠﻮﮔﯿﺮي ﮐﻮﮐﺘﻞ 
ﺳﯿﺴﺘﻤﺎﺗﯿﮏ اﻧﮕﻞ در ﺑﺪن و 
 اﻓﺰاﯾﺶ ﺑﻘﺎء و ﻃﻮل ﻋﻤﺮ ﻣﻲ
 ANDواﮐﺴﻦ  .(12)،ﺑﺎﺷﺪ
ﮐﻮﮐﺘﻞ در ﻣﻘﺪار ﮐﻢ ﺑﺎﻋﺚ 
ھﺎي اﯾﻤﻨﻲ  ﺗﺤﺮﯾﮏ ﭘﺎﺳﺦ
ﺷﻮد در  ﻣﻲ ھﻤﻮرال و ﺳﻠﻮﻟﻲ
ھﺎي ﺗﮏ ژﻧﻲ   ﮐﮫ واﮐﺴﻦ ﺣﺎﻟﻲ
ﺑﺎ ﻣﻘﺪار و دوز ﮐﻢ ﻗﺎدر 
ھﺎي اﯾﻤﻨﻲ  ﺑﮫ ﺗﺤﺮﯾﮏ ﭘﺎﺳﺦ
ﺑﺎﺷﻨﺪ و ﻧﯿﺎز ﺑﮫ دوز  ﻧﻤﻲ
. ﺑﺎ ﺗﻮﺟﮫ (12)،ﺑﺎﻻ دارﻧﺪ
، واﮐﺴﻦ واﻗﻌﯿﺎتاﯾﻦ  ﺑﮫ
ﮐﻮﮐﺘﻞ ﯾﮑﻲ از  AND
ﺗﺮﯾﻦ   ﺶـــﺑﺨ ﺪــــاﻣﯿ
ھﺎ ﺑﺮاي دﺳﺘﯿﺎﺑﻲ  اﺳﺘﺮاﺗﮋي
در ھﺎي ﻣﺆﺛﺮ   ﺑﮫ واﮐﺴﻦ




 ،ﺪ. ﺑﺮ ھﻤﯿﻦ اﺳﺎسـﺑﺎﺷ ﻣﻲ
ھﺎی اﻧﮕﻞ از  ﺷﻨﺎﺳﺎﺋﯽ ژن
اﺳﺖ.  ﺑﺮﺧﻮدار ﺧﺎص ﯽاھﻤﯿﺘ
آﻧﺎﻟﯿﺰ ﺗﻌﯿﯿﻦ ﺑﺎ ﺗﻮﺟﮫ ﺑﮫ 
ﺗﻮﻛﺴﻮﭘﻼﺳﻤﺎ  5ARGﺗﻮاﻟﻲ ژن 
 T/R75ZTpاي در ﭘﻼﺳﻤﯿﺪ  ﮔﻮﻧﺪ
ژن ﺑﺎ اﺳﺘﻔﺎده از 
ﻣﺸﺨﺺ ﺷﺪ ﮐﮫ ، اﺳﺘﺎﻧﺪارد
ﺟﻔﺖ ﺑﺎزي در اﯾﻦ  363ﻗﻄﻌﮫ 
 ﭘﻼﺳﻤﯿﺪ ﻛﻠﻮن ﺷﺪه اﺳﺖ. ھﻢ
 HRﭼﻨﯿﻦ اﯾﻦ ژن ﺑﺎ ﺳﻮﯾﮫ 
ﺑﺎ اي  ﮔﻮﻧﺪ ﺗﻮﻛﺴﻮﭘﻼﺳﻤﺎ
در  1.337819UEدﺳﺘﯿﺎﺑﯽ  ﺷﻤﺎره
 درﺻﺪ 001ﺑﺎﻧﻚ ژﻧﻲ داراي 
و اﯾﻦ ﺷﺒﺎھﺖ  ﺑﻮدهﺗﺸﺎﺑﮫ 
دھﻨﺪه ﺣﻔﻆ ﺗﻮاﻟﻲ ژن   ﻧﺸﺎن
ھﺎي ﻣﺨﺘﻠﻒ  در ﺳﻮﯾﮫ
ﻣﯽ اي  ﺗﻮﻛﺴﻮﭘﻼﺳﻤﺎ ﮔﻮﻧﺪ
 ﻲ ﻗﻄﻌﮫ. در ﺑﺮش آﻧﺰﯾﻤﺑﺎﺷﺪ
اﻧﺪازه   ﺟﺪا ﺷﺪ ﻛﮫ ھﻢ 363 pb
اي  ﮔﻮﻧﺪ ﺗﻮﻛﺴﻮﭘﻼﺳﻤﺎ 5ARGژن 
ﻛﻠﻮن  ﺑﻮده و در ﺣﻘﯿﻘﺖ ﺳﺎب
اﯾﻦ ژن را در ﭘﻼﺳﻤﯿﺪ 
. ﻧﻤﺎﯾﺪ ﺗﺄﯾﯿﺪ ﻣﻲ 3ANDcp
 RCPﺎﺻﻞ از ــــﺞ ﺣــــﻧﺘﺎﯾ
 5ARGcpو  5ARGTpﺪ ــﭘﻼﺳﻤﯿ
 5ARGﺗﻨﮭﺎ ژن  ،ﻧﺸﺎن داد
ﺗﻜﺜﯿﺮ ﺷﺪه و ھﯿﭻ ژن دﯾﮕﺮي 
اﺳﺖ. ﻧﺘﺎﯾﺞ  ﻧﯿﺎﻓﺘﮫﺗﻜﺜﯿﺮ 
ن اﺳﺖ آ ﺑﯿﺎﻧﮕﺮ اﯾﻦ ﺗﺤﻘﯿﻖ
ﻛﮫ ﻛﻠﻮن اﯾﻦ ژن در 
ﺳﻤﯿﺪھﺎ ﺑﺎ ﻣﻮﻓﻘﯿﺖ اﻧﺠﺎم ﭘﻼ
.elif FDP siht etaerc ot desu saw FDPavon fo noisrev noitaulave nA
.eciton siht tuohtiw selif FDP etareneg ot esnecil a esahcruP
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ﺖﺳا هﺪﺷ و  زا هدﺎﻔﺘﺳا ﺎﺑ
 نﺎﯿﺑ تﻼﺑ نﺮﺘﺳو شور
ﭘ ﻦﯿﺌﺗوﺮ13  ﻮﻠﯿﮐ
ﺘﻟادــــﺷ ﺪﯿﯾﺎﺗ ﯽﻧﻮـــﺪ. 
ﻦﯾاﺮﺑﺎﻨﺑ، ﻲﻣ  ﺎﺑ ناﻮﺗ
 يﺎھﺪﯿﻤﺳﻼﭘ زا هدﺎﻔﺘﺳا
 ﻦﺴﻛاو ﮫﯿﮭﺗ ياﺮﺑ ﺐﯿﻛﺮﺗﻮﻧ
يرﺎﻤﯿﺑ ﮫﯿﻠﻋ د ﻲﻠﮕﻧا يﺎھ ر
 .دﻮﺑ راوﺪﯿﻣا هﺪﻨﯾآ 
ﻤﺠﻣ ردــــعﻮ،  رد
ﯾاـــ نژ ﺶھوﮋﭘ ﻦGRA5 
 یاﺮﺑ یﺪﻧﻮﮔ ﺎﻤﺳﻼﭘﻮﺴﮐﻮﺗ
ﺑ ﻦﯿﻟواــــ رﻮﻃ ﮫﺑ رﺎ
 ﺪﯿﻤﺳﻼﭘ رد ﺰﯿﻣآ ﺖﯿﻘﻓﻮﻣ
pTZ57R/T ﺪﺷ نﻮﻠﮐ  ﻦﯾا ﮫﮐ
 یاﺮﺑ ﺪﻧاﻮﺗ ﯽﻣ ﺪﯿﻤﺳﻼﭘ
 ﺖﮭﺟ رد یﺪﻌﺑ تﺎﻌﻟﺎﻄﻣ
 ﻦﺴﮐاو ﻦﺘﺧﺎﺳDNA  درﻮﻣ
.دﺮﯿﮔ راﺮﻗ هدﺎﻔﺘﺳا 
سﺎﭙﺳ یراﺰﮔ 
 ﻦﯾاﻖﯿﻘﺤﺗ  ﺐﻟﺎﻗ رد ﯽﺸﺨﺑ
 ﯽﺼﺼﺨﺗ یﺮﺘﮐد ﮫﻟﺎﺳر زا
ﯽﮑﺷﺰﭘ ﯽﺳﺎﻨﺷ ﻞﮕﻧا ﮫﺘﺷر  و
 هﺎﮕﺸﻧاد ﯽﻟﺎﻣ ﺖﯾﺎﻤﺣ ﺎﺑ
 هﺪﺷ مﺎﺠﻧا سرﺪﻣ ﺖﯿﺑﺮﺗ
 ﮫﻟﺎﻘﻣ نﺎﮔﺪﻨﺴﯾﻮﻧ .ﺖﺳا ﺮﺑ
ﻧاد ﯽﻣ ﺐﺟاو دﻮﺧـــ ﺪﻨ
ﮑﺸﺗ و ﺮﯾﺪﻘﺗ ﺐﺗاﺮﻣــــ ﺮ
ﻗآ بﺎﻨﺟ زا ار دﻮﺧــــ یﺎ
ﺻ ﺮﺘﮐدــــ،ﯽﯾارﺪ 
 و یوﺮﺳ و ﯽﻧﺎﺘﺳﺮﯿﭘ نﺎﯾﺎﻗآ
ﻢھ ﺮﺘﺤﻣ نﺎﻨﮐرﺎﮐ ﻦﯿﻨﭼ م
ﮔـــــ ﯽﺳﺎﻨﺷ ﻞﮕﻧا هوﺮ
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Cloning of Toxoplasma Gondii Granular Antigen 5 GRA( 5) 
 in Expression Eukaryotic Plasmid pcDNA3 and its 
 Expression on CHO Cell 
 
Naserifar R1, Ghaffarifar F1*, Dalimi Asl A1, Sharifi Z2 
           




Introduction: Toxoplasmosis is a one of 
the most world-wide spread zoonosis 
representing a very serious clinical and 
veterinary problem.  Toxoplasma  gondii  is 
an intracellular  parasite  that  causes  
severe  neurologic  and  ocular  disease  in 
immune compromised and congenitally  
infected  individuals. The heavy incidence 
and severe or lethal damages of 
toxoplasmosis clearly  indicate the need  for  
the development  of  a  more  effective  
vaccine  human  vaccines  are not  available  
and  current  anti-toxoplasma  treatment  is  
disappointing. Immunization  with  plasmid  
DNA,  a  relatively  novel  technique, is  a  
promising vaccination  technique.  To 
improve  the  immune  response  by  DNA  
vaccination various   is  one  of  the  key  
for  the  success  of  the  vaccine  in  the 
field. One of the most efficient ways to 
control this disease is immunization. 
However, so far, there is no effective 
vaccine available against this pathogen. An 
important source of human contamination 
with T. gondii is the consumption of raw or 
undercooked meat products. Toxoplasma 
gondii  are  widely  prevalent  in  humans  
and  other  animals  which  can cause 
severe  or  lethal  toxoplasmosis.  So, the 
development of a more effective vaccine is 
needed urgently .Therefore, we prepare 








Materials & Methods: In this study, 
GRA5was cloned in pTZ57R; afterwards, it 
was transformed into TOP10 strain of 
E.coli Bacteria. The recombined plasmid 
extracted from E.coli bacteria and amplified 
through PCR technique. Besides, pcDNA3 
Plasmid for receiving and cloning of GRA5 
segment was digested by Hind3 & EcoRI 
enzymes. GRA5 was sub-cloned into 
pcDNA3 and the reaction ligation product 
was transformed for the above bacteria. The 
bacteria grew in LB culture with 
ampicillin. Recombined pcGRA5 plasmids 
were purified from E.coli by Plasmid 
extraction kit. Finally, recombinant plasmid 
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using cell culture method was expressed in 
Cho cell. 
 
Findings: The accuracy of the results was 
confirmed by using restriction enzymes and 
PCR methods. GRA5 was cloned into 
expression eukaryotic plasmid pcDNA3. 
After sequencing pcGRA5 plasmid for cell 
expression Western blot method was used. 
  
Discussion & Conclusion:  The results 
showed that cloning and transformation of 
fragment GRA5 in pcDNA3 was done 
properly.  
 
Keywords: Immunization, GRA5, 
toxoplasma gondaii, cell nexpressio , 
DNA vaccine 
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